Estudio inmunopatológico de la respuesta inducida por los antígenos recombinantes catepsina L1 y tiorredoxina peroxidasa en la fasciolosis caprina by Pérez-Écija, R. Alejandro
UNIVERSIDAD DE CÓRDOBA 
FACULTAD DE VETERINARIA 
TESIS DOCTORAL 
“ESTUDIO INMUNOPATOLÓGICO DE LA RESPUESTA 
INDUCIDA POR LOS ANTÍGENOS RECOMBINANTES 
CATEPSINA L1 Y TIORREDOXINA PEROXIDASA EN LA 
FASCIOLOSIS CAPRINA” 
Rafael Alejandro Pérez Écija 
Dpto. Anatomía y Anatomía Patológica Comparadas 
CÓRDOBA 2009 
TITULO: Estudio inmunopatológico de la respuesta inducida por los antígenos
recombinantes catepsina L1 y tiorredoxina peroxidasa en la fascilosis
caprina
AUTOR: RAFAEL ALEJANDRO PEREZ ECIJA
© Edita: Servicio de Publicaciones de la Universidad de Córdoba. 2010
Campus de Rabanales






D. José Pérez Arévalo, Profesor Titular del Departamento de Anatomía 
y Anatomía Patológica Comparadas de la Universidad de Córdoba   
INFORMA: 
 Que la Tesis Doctoral titulada “ESTUDIO INMUNOPATOLÓGICO DE 
LA RESPUESTA INDUCIDA POR LOS ANTÍGENOS RECOMBINANTES 
CATEPSINA L1 Y TIORREDOXINA PEROXIDASA EN LA FASCIOLOSIS 
CAPRINA”, de la que es autor D. Rafael Alejandro Pérez Écija, ha sido 
realizada bajo mi supervisión y cumple las condiciones necesarias para su 
lectura. 
 Y para que así conste, expide el presente informe en Córdoba, a  treinta 
de Septiembre de dos mil nueve.  
Fdo. Dr. José Pérez Arévalo 
D. Álvaro Martínez Moreno, Profesor Titular de la Cátedra de 
Parasitología del Departamento de Sanidad Animal de la Universidad de 
Córdoba   
INFORMA: 
 Que la Tesis Doctoral titulada “ESTUDIO INMUNOPATOLÓGICO DE 
LA RESPUESTA INDUCIDA POR LOS ANTÍGENOS RECOMBINANTES 
CATEPSINA L1 Y TIORREDOXINA PEROXIDASA EN LA FASCIOLOSIS 
CAPRINA”, de la que es autor D. Rafael Alejandro Pérez Écija, ha sido 
realizada bajo mi supervisión y cumple las condiciones necesarias para su 
lectura. 
 Y para que así conste, expide el presente informe en Córdoba, a  treinta 
de Septiembre de dos mil nueve.  
Fdo. Dr. Álvaro Martínez Moreno 
AGRADECIMIENTOS 
  
Quisiera comenzar agradeciendo a mis directores de tesis, los Profesores Dr. 
José Pérez Arévalo y Dr. Álvaro Martínez Moreno, por el apoyo que me han brindado 
durante este tiempo así como su inestimable orientación, dedicación, paciencia y 
comprensión, sin las cuales este trabajo no habría sido posible. 
 De igual forma, agradecer a todos los integrantes del Departamento de Anatomía 
y Anatomía Patológica Comparadas su ayuda y colaboración, sintiéndome 
especialmente agradecido hacia todo el profesorado que lo constituye, pues ellos han 
sido parte protagonista de mi formación como patólogo. Un agradecimiento especial 
dedico al Profesor Dr. José Pérez Arévalo, por haberme acogido en el seno de su grupo 
investigador y haber guiado mis primeros pasos investigadores, habiéndome formado 
también como patólogo y mostrándome el camino correcto que me ha permitido 
completar este trabajo.  
A mis compañeros en el grupo de investigación, Leandro Buffoni Perazzo, 
María Josefa Ruiz Aguilera, Rafael Zafra Leva y Ricardo Evandro Mendes, por su 
infinita paciencia y por ofrecerme su ayuda sin importar horarios o problemas. Me 
gustaría haceros sentir no sólo como partícipes sino también como parte fundamental e 
indispensable en este trabajo.  
A todos mis compañeros durante la etapa como becario en el Departamento 
(Jaime, Ana Raya, Inma, Irene, Yolanda, Silvia, Raquel, Urso, Mª Ángeles, Verónica, 
Antonio, Pedro, Miriam y Carlos), muchos de los cuales no sólo han sido compañeros 
de infortunios y disyuntivas, sino también amigos y piezas clave en mi formación así 
como al personal del Departamento (Gema, Antonio, Mª Carmen) por toda la ayuda 
prestada. 
  
A todo el Departamento de Parasitología y Enfermedades Parasitarias por 
acogerme como a un miembro más, haberme facilitado todos los medios y 
conocimientos a su alcance y haberme aportado un punto de vista diferente en el 
acercamiento a este trabajo. 
 Al profesor Jonh Dalton, de la University of Technology of Sydney, por 
habernos facilitado los inmunógenos para la realización de esta tesis.   
 A todos mis amigos de Córdoba, Huétor Tájar y Loja, por haber estado ahí todos 
estos años y haberme mantenido cuerdo, especialmente a Javi, Raúl, Antonio, Juan 
Antonio, Ramón y José Francisco. Gracias a todos por mantener mis pies en el suelo. 
 A mi familia, a todos mis tíos y primos, especialmente a todos los hezilleros, por 
haberme apoyado incondicionalmente y sin tregua, espero estén orgullosos de mí lo 
mismo que yo lo estoy de ellos. Nunca hay que olvidar de dónde viene uno, pues mis 
raíces son la base de lo que soy y lo que tengo. 
Agradecer también especialmente a Azucena y Alexis, que han sido motivo de 
alegría y ánimo perpetuo a la hora de realizar este trabajo, aún cuando no lo pareciera.  
Por último, quisiera dedicar este trabajo a mi padre, a mi madre y a mi hermano, 
porque ellos son los máximos responsables de que yo haya llegado hasta donde he 
llegado, siendo suyos todos mis méritos e insuficientes las palabras escritas para 
expresarme.  
  
A todos, muchísimas gracias. 
“Aunque a veces parezca lo contrario, siempre es más 
rápido y más fácil hacerlo bien que hacerlo mal”. 
Francisco Pérez Martín 
ÍNDICE 
INTRODUCCIÓN Y OBJETIVOS…………………………………………………..19 
REVISIÓN BIBLIOGRÁFICA…………………….…………………………………25 
1.- Etiología………………………………………………………………………….....27 
2.- Ciclo biológico………………………………………………………………….......29 
3.- Patogenia……………………………………………………………………………33 
     3.1.- Lesiones………………………………………………………………………..36 
 3.1.1.- Fase parenquimatosa…………………………………………………....36 
      3.1.1.1.- Lesiones macroscópicas…………………………………………...36 
      3.1.1.2.- Lesiones microscópicas……………………………………………38 
 3.1.2.- Fase biliar……………………………………………………………….41 
      3.1.2.1.- Lesiones macroscópicas…………………………………………...41 
      3.1.2.2.- Lesiones microscópicas……………………………………………41 
 3.1.3.- Lesiones en nódulos linfáticos………………………………………….45 
     3.2.- Hallazgos clínicos……………………………………………………………..45 
     3.3.- Alteraciones biopatológicas…………………………………………...............46 
 3.3.1.- Anemia………………………………………………………………….46 
 3.3.2.- Proteínas plasmáticas…………………………………………………...46 
 3.3.3.- Enzimas hepáticas……………………………………………………....47 
 3.3.4.- Leucocitos……………………………………………………………....49 
 3.3.5.- Bilirrubina……………………………………………………………....49 
4.- Respuesta inmunitaria frente a Fasciola hepatica………………………………….50 
     4.1.- Introducción…………………………………………………………………...50 
     4.2.- Respuesta inmunitaria natural………………………………………………....50 
     4.3.- Respuesta inmunitaria adquirida………………………………………………53 
 4.3.1.- Inmunidad celular…………………………………………………….....53 
      4.3.1.1.- Linfocitos T+……………………………………………………54 
      4.3.1.2.- Linfocitos T+……………………………………………………55 
 4.3.2.- Inmunidad humoral……………………………………………………..61 
     4.4.- Respuesta inmunitaria frente a helmintos……………………………………..63 
     4.5.- Respuesta inmunitaria específica en fasciolosis……………………………....66 
     4.6.- Evasión de Fasciola hepatica de la respuesta inmunitaria…………………....68 
     4.7.- Inmunología de las infecciones por Fasciola hepatica en rumiantes………....76 
 4.7.1.- Respuesta inmunitaria celular en rumiantes………………………….....77 
 4.7.2.- Respuesta inmunitaria humoral en rumiantes…………………………...80 
5.- Control de la fasciolosis en rumiantes………………………………………………82 
     5.1.- Tratamiento…………………………………………………………………....82 
     5.2.- Inmunoprofilaxis………………………………………………………………85 
 5.2.1.- Aspectos generales en inmunoprofilaxis contra la fasciolosis……….....86 
 5.2.2.- Formulación de las vacunas……………………………………………..87 
      5.2.2.1.- Vacunas de ácidos nucléicos………………………………………90 
 5.2.3.- Vacunas a partir de parásitos completos………………………………..92 
 5.2.4.- Vacunas con antígenos específicos……………………………………..94 
      5.2.4.1.- Glutatión-S-Transferasa…………………………………………...94 
      5.2.4.2.- Proteínas transportadoras de ácidos grasos………………………..96 
      5.2.4.3.- Catepsinas……………………………………………………….....98 
      5.2.4.4.- Tiorredoxina peroxidasa………………………………………….105 
      5.2.4.5.- Leucina aminopeptidasa………………………………………….106 
      5.2.4.6.- Hemoglobina…………………………………………………......107 
      5.2.4.7.- Otros candidatos vacunales………………………………………108 
 5.2.5.- Vacunas usando cócteles de antígenos…………………………….......108 
MATERIAL Y MÉTODOS………………………………………………………….111 
1.- Diseño experimental……………………………………………………………….113 
2.- Animales de experimentación……………………………………………………..115 
3.- Inmunógenos………………………………………………………………………116 
4.- Metacercarias……………………………………………………………………...116 
5.- Toma de muestras……………………………………………………………….…116 
6.- Estudio parasitológico……………………………………………………………..118 
     6.1.- Análisis coprológico………………………………………………………….118 
7.- Estudio biopatológico……………………………………………………………...118 
8.- Estudio histopatológico…………………………………………………………....118 
     8.1.- Parámetros estudiados en el análisis histopatológico………………………...119 
      8.1.1.- Hígado…………………………………………………………………119 
      8.1.2.- Nódulos linfáticos hepáticos…………………………………………...119 
9.- Estudio morfométrico…………………………………………………………...…120 
     9.1.- Estudio morfométrico del hígado…………………………………………….120 
     9.2.- Estudio morfométrico de nódulos linfáticos hepáticos………………………121 
10.- Estudio inmunohistoquímico…………………………………………………….123 
     10.1.- Protocolo inmunohistoquímico con muestras fijadas en formol……………123 
     10.2.- Protocolo inmunohistoquímico con muestras fijadas por congelación……..125 
     10.3.- Contajes en el estudio inmunohistoquímico………………………………...126 
11.- Estudio de la respuesta inmunitaria celular sistémica en linfocitos circulantes….127 
     11.1.- Obtención del antígeno FhES…………………………………………...…..127 
     11,2.- Protocolo de aislamiento de linfocitos circulantes…………………….……128 
     11.3.- Ensayos de proliferación celular sobre linfocitos circulantes………….…...129 
     11.4.- Cuantificación de la producción de citoquinas en linfocitos circulantes…...130 
 11.4.1.- Determinación de la producción de IFN-…………………………...130 
 11.4.2.- Determinación de la producción de IL-4…………………………….131 
12.- Estudio estadístico……………………………………………………………….132 
13.- Material informático……………………………………………………………...132 
RESULTADOS……………………………………………………………………..133 
1.- Estudio parasitológico…………………………………………………………..…135 
     1.1.- Dinámica de eliminación de huevos………………………………………….135 
     1.2.- Implantación de la dosis infectante…………………………………….…….136 
2.- Estudio biopatológico……………………………………………………………...138 
     2.1.- Niveles de Glutamato deshidrogenasa (GLDH)………………………...……139 
     2.2.- Niveles de Gamma Glutaril Transpeptidasa (GT)…………………….….…140 
3.- Estudio anatomopatológico………………………………………………….….…141 
     3.1.- Hígado………………………………………………………………………..141 
 Lesiones hepáticas macroscópicas………………………………………….…141 
 Lesiones hepáticas microscópicas………………………………………….…142 
     3.2.- Nódulos linfáticos hepáticos…………………………………………………152 
4.- Estudio morfométrico……………………………………………………………..157 
     4.1.- Estudio morfométrico macroscópico…………………………………….…..157 
     4.2.- Estudio morfométrico microscópico del parénquima hepático…………...…159 
 4.2.1.- Evaluación morfométrica del área total lesionada…………….………159 
 4.2.2.- Evaluación morfométrica de la hiperplasia ductal……………………161 
     4.3.- Estudio morfométrico en nódulos linfáticos hepáticos…………………..….162 
5.- Estudio inmunohistoquímico……………………………………………………..164 
     5.1.- Hígado………………………………………………………………………164 
 a) Anticuerpo monoclonal anti-CD2………………………………………....167 
 b) Anticuerpo monoclonal anti-CD4…………………………………………167 
 c) Anticuerpo monoclonal anti-CD8…………………………………………169 
 d) Anticuerpo monoclonal anti- (anti-TCR-I)……………………………..169 
 e) Anticuerpo policlonal anti-IgG caprina………………………………...…170 
 f) Anticuerpo monoclonal anti-IL-4 ……………………………………..….170 
 g) Anticuerpo monoclonal anti-IFN-…………………………………..…...172 
     5.2.- Nódulos linfáticos hepáticos…………………………………………..……176 
 a) Anticuerpo monoclonal anti-CD3………………………………………...179 
b) Anticuerpo monoclonal anti-CD2…………………………………….......180 
 c) Anticuerpo monoclonal anti-CD4……………………………………..….181 
 d) Anticuerpo monoclonal anti-CD8……………………………………...…182 
 Ratio CD4/CD8 en hígado y nódulos linfáticos hepáticos………………..…183 
 e) Anticuerpo monoclonal anti- (anti-TCR-I)……………………….….....184 
 f) Anticuerpo policlonal anti-IgG caprina………………………………...….185 
 g) Anticuerpo monoclonal anti-IL-4 …………………………………….......185 
 h) Anticuerpo monoclonal anti-IFN-………………………………………..186 
6.- Estudio de proliferación celular linfoide en PBLs………………………………..191 
7.- Estudio de producción de citoquinas en PBLs……………………………..….....199 
     7.1.- Producción de IFN- en PBLs……………………………………………....199 
     7.2.- Producción de IL-4 en PBLs……………………………………………..…203 
DISCUSIÓN…………………………………………………………………………209 
1.- Estudio parasitológico…………………………………………………………….212 
     1.1.- Implantación de la dosis infectante……………………………………….....212 
     1.2.- Estudio de la dinámica de eliminación de huevos…………………………...214 
2.- Estudio biopatológico………………………………………………………….….215 
3.- Valoración del daño hepático……………………………………………………..217 
     3.1.- Estudio anatomopatológico hepático………………………………………..217 
     3.2.- Estudio morfométrico…………………………………………………...…..222 
 3.2.1.- Estudio morfométrico macroscópico…………………………………223 
 3.2.2.- Estudio morfométrico microscópico………………………………….224 
4.- Valoración de los cambios a nivel de nódulos linfáticos hepáticos………………225 
5.- Valoración de la respuesta inmunitaria local……………………………………..227 
     5.1.- Estudio inmunohistoquímico en hígado…………………………………….228 
 5.1.1.- Respuesta inmunitaria celular………………………………………...228 
 5.1.2.- Respuesta inmunitaria humoral…………………………………….....231 
 5.1.3.- Citoquinas reguladoras de la respuesta inmunitaria…………………..232 
     5.2.- Nódulos linfáticos hepáticos………………………………………………...233 
 5.2.1.- Respuesta inmunitaria celular………………………………………...233 
 5.2.2.- Respuesta inmunitaria humoral……………………………………….235 
 5.2.3.- Citoquinas reguladoras de la respuesta inmunitaria…………………..235 
6.- Respuesta inmunitaria sistémica…………………………………………………..236 
     6.1.- Respuesta proliferativa de PBLs………………………………………….....236 
 6.1.1.- Respuesta inespecífica a mitógenos…………………………………..236  
 6.1.2.- Respuesta específica a FhES…………………………………...……...238 






INTRODUCCIÓN Y OBJETIVOS 
Introducción y Objetivos 
21
La fasciolosis causada por Fasciola hepatica es una de las enfermedades 
parasitarias de mayor repercusión sanitaria y económica en la ganadería de rumiantes de 
todas las regiones templadas del planeta. Como ejemplo, se han estimado las pérdidas 
anuales causadas por este proceso en más de 3000 millones de dólares a nivel mundial 
(Boray, 1985; Hillyer and Apt, 1997). 
En regiones tropicales, la fasciolosis se considera la infección causada por 
helmintos más importante que afecta a animales de abasto (Fabiyi, 1987), con 
prevalencias entre el 25 y el 100% (Edney y Muchlis, 1962; Sahba y cols., 1972; 
Soesetya, 1975; Schillhorn van Veen, 1980; Sharma y cols., 1989; Pholpark y 
Srikitjakarn, 1991; Roy y Tandon, 1992). En España la prevalencia de la enfermedad es 
muy variable dependiendo de la región, debido a distintos factores que influyen 
directamente en el ciclo biológico del parásito como, por ejemplo, la humedad. De 
manera que en regiones húmedas, como puede ser Galicia, se describe una prevalencia 
en ovejas del 83%, con un porcentaje de fasciolosis activas del 59,5% (Paz-Silva y 
cols., 2003), mientras que en áreas mucho más secas como puede ser Andalucía tan sólo 
se detectó un 3% de fasciolosis caprina en animales testados (Martínez Moreno y cols., 
1996). 
Igualmente, se ha de destacar que la infección humana por Fasciola hepatica es 
una zoonosis creciente en áreas de América del Sur, Asia y Africa, en las que se han 
estimado entre 2,7 y 17 millones de personas afectadas (Mas Coma y cols., 2005), 
adquiriéndose la infección vía ingesta de agua o vegetales contaminados con 
metacercarias de Fasciola.  
La intensidad del proceso patológico está en función de la dosis infectante y de 
la pauta de reinfección, pudiendo diferenciarse entre procesos agudos de alta mortalidad 
o, lo que es más frecuente, procesos crónicos con marcada repercusión en las 
producciones cárnicas, lácteas y lanares así como un descenso apreciable en la 
capacidad reproductiva (Schweizer y cols., 2005). En la actualidad también se reconoce 
que la fasciolosis puede originar una supresión del sistema inmunitario, particularmente 
de la respuesta Th1, así como problemas en la regulación del mismo, aumentando la 
susceptibilidad del animal parasitado a otras infecciones como pueden ser la 
salmonelosis y tuberculosis, e incluso interfiriendo pruebas diagnósticas de dichas 
enfermedades (Brady y cols., 1999; Flynn y cols., 2007).  
Durante los últimos años se ha venido observando un progresivo aumento en la 
prevalencia de la fasciolosis en Europa, probablemente debido al desarrollo de 
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resistencia frente a los antihelmínticos de elección más eficaces, aunque también se ha 
sugerido que el cambio climático con inviernos más suaves puede haber contribuido a 
dicha elevación.  
La fasciolosis caprina es considerada menos frecuente e importante que la 
fasciolosis ovina y bovina y por ello los estudios centrados en la misma son mucho 
menos frecuentes. Sin embargo, datos recientes señalan elevados índices de prevalencia 
entre caprinos en extensivo, como el 14% en Chile (Morales y cols., 2000), el 36,6% en 
Pakistán (Maqbool y cols., 2000) y el 23,8% en Marruecos (Khallaayoune y cols., 1991) 
e igualmente se destaca la aparición de procesos agudos con notable mortalidad 
(Rognlie y cols., 1996) y la persistencia de procesos crónicos con alta repercusión en la 
producción cárnica y láctea (Maqbool y cols., 2000). Por tanto, en zonas en las que la 
ganadería caprina es prioritaria, la fasciolosis caprina puede representar un serio 
problema sanitario y económico, con clara repercusión tanto por las pérdidas directas e 
indirectas, así como por el coste de los programas estratégicos de lucha. Esta situación 
se produce, por ejemplo, en Andalucía, donde se localizan más de 1.200.000 de cabras 
de aptitud cárnica y láctea (casi la mitad del censo caprino nacional) y en la que existen 
numerosas zonas de escasos recursos que dependen fundamentalmente de esta 
ganadería.   
En la actualidad la lucha contra la fasciolosis está basada casi exclusivamente en 
el empleo profiláctico y terapéutico de antihelmínticos. Sin embargo, dichos 
tratamientos tienen como inconveniente el corto periodo de acción de los fármacos, lo 
que obliga a un uso continuado en zonas endémicas y posibilita las reinfecciones si el 
animal continúa pastando en prados contaminados. Aunque existen varios fármacos 
disponibles, y algunos de probada eficacia tanto frente a adultos como formas juveniles, 
como el triclabendazol (Fairweather y Boray, 1999), cada vez se señalan con más 
insistencia las limitaciones de este único modelo de lucha. Así, en la década de los años 
90 se empezaron a notificar los primeros casos de resistencia frente a triclabendazol, 
casos que se han extendido por Australia, América y varios países europeos (Moll y 
cols., 2000; Fairwather, 2005).  
Además de la aparición de estas resistencias, el uso de antihelmínticos presenta 
otros problemas como, por ejemplo, el alto coste económico de los tratamientos 
continuados, especialmente para los ganaderos de zonas endémicas (Overend y Bowen, 
1995); elevados períodos de supresión para la carne y leche, estando algunos de dichos 
fármacos no permitidos en animales de aptitud láctea, así como el desarrollo de una 
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mayor conciencia de los consumidores sobre los residuos de medicamentos en 
alimentos y en el medio ambiente (Knox y cols., 2001). Igualmente se han de tener en 
cuenta las nuevas directivas comunitarias que cada vez son más estrictas en cuanto a los 
residuos medicamentosos en productos de origen animal.  
Por ello, en los últimos años se están contemplando nuevos métodos de lucha 
contra la fasciolosis, como son la selección genética de animales resistentes (Roberts y 
cols., 1997a,b) y sobre todo métodos de control inmunológico como el desarrollo de 
vacunas, que se ha mostrado como una alternativa viable y prometedora (Spithill y 
Dalton, 1998; Dalton y Mulcahy, 2001; Dalton y cols., 2003a,b; Meeusen y Piedrafita, 
2003; Hillyer, 2005). La viabilidad del desarrollo de protocolos de inmunización con 
antígenos protectores quedaría validada en base a que F. hepatica puede inducir, en 
determinados hospedadores, respuestas inmunitarias eficaces que conllevan la 
adquisición de resistencia frente a la enfermedad. A partir de esta constatación se han 
realizado numerosos ensayos de vacunación, inicialmente con diversos extractos del 
parásito (Haroun y Hillyer, 1986; Hillyer y cols., 1987) y posteriormente con antígenos 
definidos de Fasciola hepatica (Sexton y cols., 1990; Spithill y cols., 1999). Más 
recientemente los ensayos vacunales contra la fasciolosis se están concentrando en el 
uso de antígenos recombinantes (Tendler y cols., 1995; Piacenza y cols., 1999; Mulcahy 
y Dalton, 2001; Almeida y cols., 2003; Dalton y cols., 2003a,b) así como formulaciones 
antigénicas de ADN codificante (cADN) (Kofta y cols., 2000; Wedrychowicz y 
Wisniewski, 2003; Kennedy y cols., 2006). 
Los ensayos más recientes llevados a cabo en modelos ovinos y bovinos se han 
centrado en tres tipos de antígenos candidatos:  
-Glutatión-S-Transferasas (GST): Enzimas detoxificantes con un amplio rango 
de sustratos químicos. 
-FABP: Proteínas transportadoras de ácidos grasos. 
-CL1 y TPx: Enzimas proteolíticas, como son las catepsinas-L1 (CL1) y 
Tiorredoxina peroxidasa (TPx), abundantes en los productos de excreción-
secreción (ES) del parásito (Dalton y cols., 2003b). 
 Usando estos antígenos se han descrito reducciones de la carga parasitaria 
comprendidas entre el 43-72% en bovinos y el 24-79% en ovino (Wedrychowicz y 
cols., 2003; Hillyer, 2005). Además, en la mayoría de los ensayos vacunales se 
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obtuvieron notables reducciones en la fecundidad de los parásitos y en la viabilidad de 
los huevos. 
En el caso de la especie caprina se han realizado estudios aislados sobre las 
lesiones causadas por el parásito (Reddington y cols., 1986). Recientemente se  han 
estudiado las lesiones y la respuesta inmunitaria local y sistémica en infecciones 
experimentales primarias y secundarias (Pérez y cols., 1998, 1999; Martínez Moreno y 
cols., 1999), poniéndose de manifiesto una elevada susceptibilidad del ganado caprino a 
F. hepatica. Ensayos vacunales usando una construcción basada en el antígemo Sm14 
(FABP) mostraron una disminución no significativa en la implantación parasitaria 
(Zafra y cols., 2008) así como un mayor infiltrado de células CD3+ e IgG+. 
Con estos antecedentes, los objetivos de esta tesis doctoral son evaluar los 
aspectos histopatológicos así como la respuesta inmunitaria local y sistémica en cabras 
inmunizadas con catepsina L1 (CL1) o Tiorredoxina peroxidasa (TPx) de F. hepatica. 
Estos dos candidatos vacunales fueron elegidos debido a los prometedores ensayos 
previos realizados en otras especies. Así, por ejemplo, la CL1 de F. hepatica ha sido 
usada como candidato vacunal en varios estudios en la especie bovina y ovina con 
resultados esperanzadores (Dalton y cols., 1996; Piacenza y cols., 1999). Por su parte, la 
Tiorredoxina peroxidasa es un antígeno que recientemente está cobrando protagonismo 
en la lucha contra la fasciolosis al ponerse de manifiesto su importancia funcional 
durante la invasión de las formas juveniles de Fasciola (Donnelly y cols., 2005; Flynn y 
cols., 2007). 
Sobre los grupos de animales inmunizados se estudiará: 
- La eficacia protectora del antígeno. 
- Las lesiones producidas por el parásito. 
- La respuesta inmunitaria local. 
- La respuesta inmunitaria sistémica vía el estudio de linfocitos circulantes. 
  
Para ello se realizarán los estudios parasitológico, biopatológico, histopatológico 
y morfométrico tanto a nivel hepático como de nódulos linfáticos hepáticos así como la 
caracterización de la respuesta inmunitaria (poblaciones y subpoblaciones linfocitarias  
y producción IL-4 e IFN- tanto a nivel local como mediante estímulo de linfocitos 





Fasciola hepatica (F. hepatica) es un helminto hermafrodita que 
taxonómicamente se clasifica dentro del phylum Platelmintos, clase Trematoda, 
subclase Digenea, orden Equinostomiformes y familia Fasciolidae. Presenta una 
morfología foliácea y aplanada dorsoventralmente y mide entre 18 y 51 mm. de largo y 
de 4 a 13 mm. de ancho. Su coloración es parda grisácea y su parte anterior forma una 
prominencia cónica a partir de la cual el cuerpo se ensancha para formar los 
denominados “hombros”. Posee dos ventosas próximas entre sí, una ventral de mayor 
tamaño y otra oral. El parásito está dotado de un tegumento con espinas dirigidas 
caudalmente, cuya función es tanto mantener la posición en el interior de los conductos 
biliares como erosionar el parénquima hepático y los vasos sanguíneos (Bennett, 1975). 
Las formas adultas de este parásito se localizan en los conductos biliares mayores y 
vesícula biliar de gran cantidad de especies, aunque se consideran más susceptibles los 
rumiantes, principalmente ovinos (Konopka, 1993; Manga y cols., 1990; Mitchell, 
1995), caprinos (Bundy y cols., 1983; Khallaayoune y cols., 1991) y bovinos (Bouvry y 
Tau, 1986; Simmank, 1987; González-Lanza y cols., 1989; Genicot y cols., 1991; 
Poglayen y cols., 1995). 
 La receptividad de los hospedadores definitivos es variable, estableciéndose una 
clasificación de los mismos en tres grupos. En el primer grupo se incluyen aquellos 
hospedadores que reaccionan rápidamente frente al parásito, evitando su desarrollo, 
como el cerdo, el perro o el gato; el segundo grupo, donde se incluye a la vaca, el 
caballo o el ser humano, reacciona con retraso ante la invasión parasitaria ya 
implantada; y en último lugar, los mamíferos más susceptibles, en los que existe una 
alta productividad parasitaria y marcada patogenicidad (oveja, cabra y conejo). 
 En España se ha descrito parasitación por F. hepatica en ovejas, cabras, vacas, 
gamos, cerdos, jabalíes, asnos, caballos, conejos, liebres y también en la especie 
humana, conformándose por lo tanto este proceso como una enfermedad zoonótica 
(Rojo y Ferre, 1987). 
 Se ha de tener en cuenta que este parásito presenta un ciclo biológico indirecto 
(ver Fig. 1) con un marcado estenoxenismo en cuanto a su hospedador intermediario, 
requiriendo moluscos del género Galba (anteriormente conocido como género 
Lymnaea) para completar su ciclo. Específicamente la especie Galba truncatula
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(previamente Lymnaea truncatula) se considera el principal hospedador intermediario. 
Este caracol muestra una amplia distribución geográfica, si bien suele encontrarse en 




2.- CICLO BIOLÓGICO 
Fasciola hepatica presenta un ciclo biológico indirecto en el cual el hospedador 
intermediario es el molusco y el hospedador definitivo es un mamífero (ver Fig. 1). 
 De manera esquemática, el ciclo de este parásito se podría dividir en cinco fases: 
1. Salida de los huevos del hospedador definitivo al medio ambiente y 
desarrollo de los mismos. 
2. Eclosión de los miracidios y búsqueda activa de un hospedador intermediario 
(Galba truncatula). 
3. Desarrollo y multiplicación de los estadios larvarios dentro del hospedador 
intermediario. 
4. Salida de la cercaria del hospedador intermediario y enquistamiento en el 
pasto. 
5. Ingestión de las formas infectivas (metacercarias) por parte del hospedador 
definitivo y desarrollo de las formas adultas. 
En los hospedadores definitivos infectados por adultos de F. hepatica el parásito 
se encuentra localizado en los conductos biliares mayores y vesícula biliar. Desde esta 
localización eliminan huevos no embrionados al ambiente, los cuales completarán su 
desarrollo en el exterior. Estos huevos pasan de la vesícula biliar al intestino mezclados 
con la bilis y salen al exterior con las heces (Andrews y cols., 1999; Rojo y Ferre, 1987; 
Graczyk y Fried, 1999). 
 Los huevos son ovoides y operculados con un tamaño de 130 a 150 µm de largo 
por 60 a 90 µm de ancho y pueden permanecer viables en las heces entre 3 semanas y 
varios meses, dependiendo de las condiciones ambientales y de la época del año. La 
viabilidad del huevo es mayor en invierno que en verano, y decrece conforme aumenta 
la desecación (Rowcliffe y Ollerenshaw, 1960). 
 Si existen las condiciones adecuadas de temperatura y humedad en el interior del 
huevo se va a desarrollar una larva móvil, denominada miracidio. La temperatura 
mínima a la cual es capaz de desarrollarse el miracidio es de 10ºC (Ross y Mckay, 
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1929; Rowcliffs y Ollerenshaw, 1960), aunque la temperatura óptima oscila entre los 23 
y los 26ºC (Thomas, 1883). El miracidio eclosiona del huevo en un medio acuático y, al 
ser una forma larvaria móvil, nada activamente, teniendo que encontrar un molusco 
antes de 24 horas.  
La entrada en el hospedador intermediario se produce a través del epitelio 
columnar del pulmón del caracol y, al penetrar en el molusco, los miracidios pierden los 
cilios y se transforman en los denominados esporocistos (Hope Cawdery y cols., 1978; 
Boch y Supperer, 1986). Los esporocistos se dirigen hacia el hepatopáncreas del 
molusco y en su interior se forma el siguiente estado larvario, llamado redia, que posee 
una ventosa y un tubo digestivo primitivo y se alimenta de los tejidos del caracol. Si las 
condiciones ambientales son adecuadas, las redias evolucionan dando lugar al siguiente 
estadio larvario, la cercaria. Sin embargo, si no lo son, se puede producir una segunda 
generación de redias a partir de las anteriores. Se considera que de un solo miracidio se 
pueden generar hasta un total de 600 cercarias.  
La cercaria, una vez que ha madurado, sale de la redia y del hospedador 
intermediario hacia el exterior, donde pasa unas horas nadando en el agua. A 
continuación busca una planta cercana y se mueve hacia las hojas de ésta, allí  se 
deposita sobre la vegetación y se enquista, rodeándose por una cubierta resistente y 
dando lugar a la metacercaria, forma infectante para los hospedadores definitivos 
(Andrews, 1999). El proceso de enquistamiento, así como la estructura que forma la 
cubierta del quiste, es bastante complejo, tal y como demuestran los trabajos realizados 
por Wright (1927), Stirewalt (1963), Dixon y Mercer (1964), Dixon (1965), Koie y cols. 
(1976) y Smyth y Halton (1983). 
Aunque numerosos estudios afirman que las metacercarias pueden sobrevivir 
más de un año en los pastos es muy probable que su viabilidad y, por lo tanto, su poder 
de infección no dure tanto tiempo, dependiendo de factores como la temperatura y 
humedad (Soulsby, 1965). 
Normalmente, la infección en los rumiantes tiene lugar durante el pastoreo, 
aunque también es posible que ocurra en estabulación, mediante el agua de bebida o al 
administrar henos y ensilados mal realizados. No todas las metacercarias ingeridas se 
implantarán en el hígado, pudiendo perderse en la migración intraorgánica o eliminarse 
por las heces. La tasa de implantación media de las metacercarias de F. hepatica se 
encuentra aproximadamente en el 40% (Rojo y Ferre, 1987).  
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El desenquistamiento de las metacercarias tiene lugar en el interior del 
hospedador definitivo en dos fases: la primera o de activación acontece en el rumen y se 
inicia gracias a la alta concentración de dióxido de carbono, el ambiente reductor y la 
temperatura, cercana a los 39ºC; la segunda o de emergencia ocurre en el intestino 
delgado, por debajo de la desembocadura del conducto colédoco y es desencadenada 
por la bilis y por el propio parásito (Dixon, 1966; Smith y Clegg, 1981; Sukhdeo y 
Mettrick, 1987). 
Una vez libres las denominadas formas juveniles recientemente desenquistadas 
(en inglés Newly Excysted Juveniles o NEJs), éstas atraviesan la pared intestinal y se 
dirigen al peritoneo, desde donde pueden colonizar cualquier tejido cercano, como los 
nódulos linfáticos locales, aunque lo más normal es que penetren dentro del hígado. Es 
posible que esta predilección por el tejido hepático sea debida a la proximidad 
anatómica y se produzca de forma aleatoria; también se cree que la migración de las 
fasciolas juveniles hacia el hígado puede deberse a ciertos estímulos, aunque dichos 
factores aún no son bien conocidos (Sukhdeo y Mettrick, 1986, 1987). 
En la Figura 1 se puede observar un esquema que representa el ciclo biológico 
de F. hepatica.  
Tesis Doctoral 
32
 Figura 1.- Ciclo biológico de Fasciola hepatica. En la zona central fotografía del molusco 
Galba truncatula. Modificado desde J.P. Dalton. CABI Publishing. 1999. Fotografía con licencia 





La patogenia de la fasciolosis fue descrita detalladamente durante los años 60 y 
70 por distintos autores (Sinclair, 1962, 1967, 1968, 1970; Ross y cols., 1967; Rusthon, 
1977; Rusthon y Murray, 1977).  
F. hepatica puede infectar de forma espontánea a ovejas (Manga y cols., 1990; 
Konopka, 1993; Mitchel, 1995; Ferre y cols., 1995b), cabras (Bundy y cols., 1983; 
Khallaayoune y cols., 1991), vacas (Bouvry y Rau, 1986; Simmank, 1987; González y 
cols., 1989; Genicot y cols., 1991; Poglayen y cols., 1995), cerdos (Apt y cols., 1993; 
Gorman y cols, 1997; Valero y cols., 2001) y humanos (Chen y Mott, 1990; Hopkins, 
1992; Rim y cols., 1994), así como animales de vida salvaje y de zoológico entre otras 
especies.  
Por otra parte, los ratones, ratas y conejos han sido utilizados en infecciones 
experimentales para estudiar distintos aspectos de la patogenia de esta enfermedad. En 
los modelos experimentales se ha de tener en cuenta que el proceso suele ser mucho 
más rápido y que a más pequeño sea el hígado del hospedador, mayor será el daño 
relativo causado por el parásito tanto estructural como funcionalmente. 
Las importantes pérdidas que la fasciolosis causa en ganado ovino en numerosas 
regiones geográficas, han motivado que la patología de la fasciolosis ovina debido a     
F. hepatica haya sido ampliamente estudiada (Sinclair, 1962; Ross y cols., 1967; 
Rusthon, 1977; Rusthon y Murray, 1977). Sin embargo, en el caso del ganado caprino 
dichos estudios son mucho más limitados y recientes (Redingon y cols., 1982; 
Martínez-Moreno y cols., 1999; Pérez y cols., 1999). 
En la cabra, al igual que en otras especies, la enfermedad tiene lugar en varias 
fases. Así, según la localización de los parásitos, se pueden diferenciar las siguientes 
etapas: 
-Fase prehepática: Se inicia sobre 72 horas tras haber sido ingeridas las 
metacercarias. En este momento ya es posible encontrar formas parasitarias juveniles en 
la cavidad abdominal, después de haber atravesado la pared intestinal (Kendall y Parfitt, 
1962). Esta fase suele ser asintomática. Ocasionalmente, F. hepatica puede migrar a 
otros órganos distintos al hígado, por ejemplo al pulmón, provocando una neumonía y 
pleuritis fibrosa (Boray, 1969). 
Tesis Doctoral 
34
-Fase hepática: Los parásitos comienzan a llegar al hígado a las 90 horas post-
infección (pi). Normalmente los lóbulos hepáticos que están más próximos al intestino 
delgado (lóbulo izquierdo en el caso del ganado caprino, o lóbulo ventral en otras 
especies) suelen ser los más afectados, produciéndose una hipertrofia compensatoria de 
los lóbulos menos dañados (Sinclair, 1967). 
 Dentro de esta fase a su vez se diferencian dos periodos: 
- Fase parenquimatosa: Se produce la migración de las formas larvarias 
del parásito a través del parénquima hepático. 
- Fase biliar: En la cual las formas adultas alcanzan los conductos 
biliares y vesícula biliar.
Algunas especies, como la oveja (Sinclair, 1962; Ross y cols., 1967; Rusthon, 
1977; Rusthon y Murray, 1977), el conejo (Urquhart, 1956) o el ratón (Dawes, 1961, 
1963a, b), son bastante permisivas a la infección y la fase biliar es muy frecuente. En 
otras, sin embargo, como la humana (Chen y Mott, 1990), sobreviven pocos parásitos a 
la fase migratoria y su presencia en conductos biliares es menos frecuente. 
Un mismo parásito puede pasar dos o más veces por la misma zona del hígado 
durante su fase migratoria o parenquimatosa, pudiendo observarse tanto lesiones 
recientes como crónicas dentro de una misma muestra hepática. Otro factor importante 
en la patogenia es la dosis infectante. Grandes dosis provocan lesiones más severas que 
pueden llegar a provocar la muerte del animal, mientras que dosis bajas harán que la 
enfermedad tienda hacia un curso crónico (Behm y Sangster, 1999; Mulcahy y cols., 
1999). En el caso de la oveja (Pérez y cols., 2002) y cabra (Pérez y cols., 1999; 
Martínez-Moreno y cols., 1999) se ha demostrado que infecciones con dosis pequeñas y 
repetidas (de manera similar a las que se producen de forma natural) inducen lesiones 
hepáticas más severas que una única dosis infectante, aún cuando el número de 
metacercarias totales administradas sea el mismo. Estos resultados sugerirían que en la 
oveja y la cabra la respuesta inmunitaria local puede contribuir al daño hepático durante 
la fase migratoria.  
Se ha de tener en cuenta, al menos en pequeños rumiantes, la relación inversa 
existente entre la dosis infectante y la tasa de implantación de la misma (Kendall y 
Parfitt, 1962), lo cual podría explicarse por fenómenos de competencia biológica entre 
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las larvas juveniles o por el hecho de que a mayor dosis infectante, más exacerbada es la 
reacción inmunitaria del hospedador (Boray y cols., 1967). 
Por otra parte, el crecimiento de las formas inmaduras durante la migración 
hepática hace que aumenten de tamaño, provocando un incremento de las lesiones y  de 
la respuesta inflamatoria inducida (Behm y Sangster, 1999). Sin embargo, se ha descrito 
que el daño hepático causado por el parásito durante la fase migratoria se debe 
principalmente a la acción mecánica causada por las espinas y la ventosa oral. En ovejas 
infectadas se observó descamación y ulceración en regiones adyacentes a los cuerpos 
espinosos y, en algunos casos, aparecieron espinas dentro del parénquima hepático 
(Sinclair, 1967). Aún así es difícil evaluar el grado de importancia de las espinas sobre 
el daño hepático y si su ausencia disminuiría o no la irritación en conductos biliares 
(Behm y Sangster, 1999).  
En cuanto a la ventosa oral, es la vía a través de la cual F. hepatica obtiene la 
mayoría de los nutrientes. Mediante esta ventosa, los parásitos jóvenes perforan y 
destruyen los hepatocitos, aspiran los restos celulares hasta la faringe y los ingieren, lo 
que implica un considerable daño tisular (Dawes y Hughes, 1964). 
Otro mecanismo que contribuye al daño tisular serían los denominados  
productos de excreción-secreción (FhES) tóxicos liberados por el parásito, entre los 
cuales se han aislado diversas proteasas que ayudarían al parásito a digerir los tejidos 
adyacentes facilitando la formación de los trayectos migratorios. Estos productos 
tóxicos también producen necrosis de los hepatocitos (Kelly, 1993; Chauvin y Boulard, 
1996) y son capaces de producir una disminución en su capacidad metabólica, 
especialmente de las enzimas microsomiales (Lenton y cols., 1996). Así, por ejemplo, 
se ha observado que las mitocondrias aisladas del lóbulo hepático izquierdo de ovejas 
infectadas con F. hepatica, que se encontraban en las áreas que habían sufrido daño 
directo por parte del parásito, eran defectuosas en su síntesis de ATP (Lenton y cols., 
1996). En trabajos recientes llevados a cabo por nuestro grupo de investigación (datos 
no publicados) se ha observado que en fases tempranas de la migración el tejido 
hepático adyacente a las larvas apenas sufre lesiones, mientras que detrás de la larva 
queda un trayecto de necrosis por coagulación, sugiriendo que los productos secretados 
por las larvas pueden jugar un papel importante en la inducción de las lesiones hepáticas 
durante la fase de migración. 
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Paralelamente se ha demostrado en hígados de oveja afectados con distomatosis 
(F. hepatica y/o Dicrocoelium dendriticum) que este proceso provoca una elevación en 
la peroxidación lipídica y en el estrés oxidativo (aumento de marcadores hepáticos de 
peroxidación lipídica y diversas enzimas antioxidantes como la glutatión peroxidasa; 
disminución de factores antioxidantes como los niveles de Cu, Zn-Superóxido 
dismutasa, catalasa, vitamina C, etc.), ambos hechos relacionados con una producción 
exacerbada de especies reactivas de oxígeno y nitrógeno (Deger y cols., 2008). 
3.1.- Lesiones 
La cronología de las lesiones hepáticas en la fasciolosis ovina se describe de 
forma resumida en las Tablas 1 y 1a. Normalmente, las lesiones más evidentes en la 
fasciolosis se producen a nivel de hígado y nódulos linfáticos locales. El tránsito de las 
formas juveniles del parásito no produce reacciones evidentes en la pared intestinal ni 
en la cavidad abdominal, excepto pequeños focos hemorrágicos en peritoneo, donde el 
parásito queda temporalmente adherido (Kelly, 1993). 
 Las lesiones producidas en el hígado por F. hepatica se clasifican en dos grupos 
dependiendo de la fase evolutiva en la que se encuentre el proceso; el primero coincide 
con la fase parenquimatosa o migratoria, mientras que el segundo se corresponde con la 
localización biliar de los parásitos adultos (Dow y cols., 1968).
3.1.1.- Fase parenquimatosa 
3.1.1.1.- Lesiones macroscópicas
 Durante esta fase se produce una gran variedad de lesiones, principalmente de 
tipo traumático, aunque existe un componente de necrosis por coagulación relacionado 
posiblemente con algunos productos de excreción tóxicos eliminados por el parásito 
(Kelly, 1993; Chauvin y Boulard, 1996). 
 El tiempo de llegada de las larvas a la cápsula hepática depende de la especie 
hospedadora y de la virulencia de la cepa parasitaria, entre otros factores. Sinclair y 
cols., en 1967, determinaron que en ovino la misma se producía a las 90 horas post-
infección. Sin embargo, en ensayos experimentales se ha visto la llegada a las 48 horas 
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en conejo (Urquart y cols., 1956); a las 24-48 horas en rata (Thorpe y cols., 1965) e 
incluso a las 24 horas en ratón (Dawes y cols., 1961). Las larvas permanecen en el 
parénquima hasta la séptima u octava semana post-infección (spi), fecha en la que 
comienzan a entrar en los conductos biliares (Kendall y Parfitt, 1962; Dow y cols., 
1968). 
 Bajo la cápsula hepática se pueden comenzar a localizar numerosas fasciolas 
juveniles a partir de los 10 días post-infección (dpi) durante una primoinfección. Sin 
embargo, en las reinfecciones, la llegada del parásito es más temprana, debido 
posiblemente a que se produce una migración más rápida (Sandeman y Howell, 1981; 
Chauvin y cols., 1995; Meeusen y cols., 1995).  
 En la primera spi ya se observa una moderada congestión del lóbulo izquierdo 
del hígado, pero hasta la 2ª o 3ª spi no aparecen los primeros trayectos parasitarios; su 
aspecto es blanquecino, miden entre 0,5 y 2 mm de ancho y de 5 a 15 mm de largo, son 
tortuosos y se localizan principalmente en la superficie diafragmática del hígado, bajo la 
cápsula de Glisson. A partir de la 3ª spi, los trayectos adquieren una tonalidad 
amarillenta, presentan bordes blancos y hacen prominencia sobre la superficie hepática. 
A veces, pueden aparecer áreas hemorrágicas entre varios trayectos cercanos. En la 6ª 
spi, la mayoría de los trayectos han perdido su coloración amarillenta, se hacen más 
anchos (2-3 mm) y están llenos de sangre, lo que les confiere un matiz rojo oscuro. Es 
común observar placas hemorrágicas de mayor tamaño (hasta 1 cm.) en la superficie 
visceral del lóbulo izquierdo. A la 8ª semana la mayoría de los trayectos ya no presentan 
convexidad, debido principalmente a la pérdida de su contenido; por otro lado, la 
superficie rugosa de la cápsula hepática favorece la aparición de adherencias fibrinosas 
con órganos adyacentes (Sinclair, 1967, Dow y cols., 1968; Rushton y Murray, 1977). 
 Las lesiones descritas anteriormente pueden sufrir modificaciones según la carga 
parasitaria que reciban los animales. Según Ross y cols. (1967), se pueden distinguir 
infecciones severas (más de 5.000 metacercarias ingeridas) e infecciones moderadas 
(entre 700 y 1.000 metacercarias ingeridas), tomando como animal de referencia la 
oveja (ver Tablas 1 y 1a).  
 En las infecciones severas, que pueden ocasionar la muerte de forma súbita a las 
7 u 8 spi, la superficie del hígado, principalmente el lóbulo izquierdo, está recubierta 
por una gruesa capa fibrinosa o gelatinosa que también afecta al mesenterio y que a 
menudo provoca adherencias entre el hígado y los órganos adyacentes. El hígado está 
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aumentado de tamaño y congestivo, con numerosas placas hemorrágicas que contienen 
multitud de parásitos. Frecuentemente estas placas, que se localizan bajo la cápsula, 
pueden romperse dando lugar a hemorragias severas responsables de la muerte del 
animal. Los trayectos hepáticos aparecen sobre todo en infecciones de menor 
importancia (Dow y cols., 1968) y no son típicos de las infecciones severas (Ross y 
cols., 1967). 
 Por otro lado, las infecciones moderadas van a diferir de las anteriores en que 
producen una menor congestión hepática y desarrollan un mayor número de trayectos 
parasitarios. Suelen aparecer también grandes hemorragias subcapsulares, generalmente 
en la cara visceral del hígado, que al corte aparecen como áreas hemorrágicas de tamaño 
y morfología variables (Ross y cols., 1967). 
 Normalmente la mayoría de los parásitos alcanzan los conductos biliares, pero 
algunos de ellos pueden quedar enquistados en el parénquima hepático. Estos quistes 
están constituidos por un contenido oscuro formado por sangre, detritus y excrementos 
de fasciola, que con el paso del tiempo será rodeado por macrófagos, células gigantes 
multinucleadas y una cápsula de tejido conjuntivo. Finalmente se convertirán en quistes 
caseosos, que pueden mineralizarse o ser invadidos por tejido fibroso (Kelly, 1993). 
 Concretamente, en el caso de las cabras, se ha descrito que las principales 
lesiones hepáticas en esta fase son la perihepatitis fibrosa y abundantes trayectos 
tortuosos, más severos en animales reinfectados que en los infectados por una sola 
dosis, afectando principalmente al lóbulo izquierdo (Pérez y cols., 1998). 
3.1.1.2.- Lesiones microscópicas
 Entre la 1ª y la 3ª spi la migración de las formas inmaduras de F. hepatica da 
lugar a túneles que contienen detritus celulares y sangre; aún así, las hemorragias suelen 
ser discretas, salvo las que se originan a nivel subcapsular (Dow y cols., 1968). Los 
túneles, en esta fase, se hallan ocupados por sangre, detritus celulares y eosinófilos y 
todo ello está rodeado por hepatocitos degenerados infiltrados por eosinófilos y 
macrófagos (Dow y cols., 1968; Rushton y Murray, 1977; Kelly, 1993). En los trayectos 
más antiguos el infiltrado de eosinófilos es denso en la periferia, mientras que la zona 
central está ocupada por una masa de detritus celulares embebidos dentro de una matriz 
amorfa eosinofílica. Posteriormente esta zona central se retrae y el infiltrado de 
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eosinófilos disminuye, aumentando el número de macrófagos; también existe un 
pequeño número de linfocitos y fibroblastos (Dow y cols., 1968).  
 Durante esta fase, los parásitos frecuentemente atraviesan los vasos sanguíneos 
provocando flebitis, y en el caso de las venas hepáticas, trombosis. Por el contrario, en 
los espacios porta cercanos a los trayectos, se establece un infiltrado inflamatorio 
(principalmente formado por eosinófilos, linfocitos y células plasmáticas), así como 
edema, que puede llegar a estenosar o incluso colapsar las venas portales (Dow y cols., 
1968; BVA’s TDC, 1974; Rushton y Murray, 1977). 
 Una lesión característica de las infecciones primarias agudas en la fasciolosis es 
la aparición de microabscesos en el parénquima hepático. Estos microabscesos están 
constituidos por colecciones focales de neutrófilos rodeando o invadiendo los 
hepatocitos, que pueden presentar aún un aspecto normal o sufrir necrosis por 
coagulación (Meeusen y cols., 1995). 
 En ganado vacuno infectado con F. hepatica, se ha observado que a los 7 dpi 
aparece una perihepatitis y el mesotelio de la cápsula pasa de plano a cúbico y 
finalmente cilíndrico (Doy y Hughes, 1984a). 
 A partir de la 4ª spi los trayectos sufren una nueva modificación; el infiltrado 
periférico, en el que previamente predominaban los eosinófilos, pasa a estar constituido 
también por linfocitos y macrófagos. Entre la 3ª y 5ª spi, se desarrolla una nueva capa 
de células formada por células gigantes multinucleadas (2-20 núcleos) con abundante 
citoplasma eosinófilo; estas células son alargadas y se disponen rodeando al tejido 
necrótico alojado en el trayecto, al que fagocitan y eliminan progresivamente (Dow y 
cols., 1968).  
 Entre la 6ª y la 8ª spi, aquellos trayectos que aún contienen formas migratorias 
de Fasciola en su interior, presentan abundante sangre y detritus celulares rodeados por 
eosinófilos y macrófagos. Por otra parte, los túneles recientemente abandonados por el 
parásito muestran un centro de detritus celulares necróticos intensamente eosinófilo, 
rodeado de células gigantes multinucleadas y células epitelioides alargadas (con 
hemosiderina en su citoplasma) y una capa externa de linfocitos y células plasmáticas. 
En los trayectos más antiguos, la reabsorción de la zona central es evidente y muchas de 
las células gigantes aparecen encogidas, con su núcleo hipercromático y el citoplasma 
cargado de hemosiderina. Este fenómeno suele ir acompañado de una reacción fibrosa 
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periférica, en la que las fibras colágenas se disponen de forma concéntrica. Los 
linfocitos y células plasmáticas llegan a ser muy numerosos alrededor de estos trayectos 
antiguos, dando lugar a algunos folículos linfoides, en ocasiones con centro germinal 
evidente. En las áreas adyacentes a los trayectos cicatrizados se localizan focos aislados 
de hepatocitos hiperplásicos (Sinclair, 1967, Dow y cols., 1968). 
 Las fibras colágenas aparecen en los trayectos sobre la 6ª spi; después aumenta 
su depósito hasta que los trayectos son reducidos a cicatrices irregulares con macrófagos 
cargados de hemosiderina en su interior y algunos eosinófilos, linfocitos y células 
plasmáticas. Sobre la 16ª spi, estos trayectos ya han cicatrizado totalmente y forman 
uniones con estructuras adyacentes, tales como espacios porta, venas y cápsula hepática, 
dividiendo el parénquima hepático en una serie de lobulillos irregulares (Rushton y 
Murray, 1977). 
 En los espacios porta la reacción inflamatoria varía en función del tipo de 
trayecto que predomine. En áreas de migración reciente predominará un infiltrado 
difuso de eosinófilos, mientras que en los trayectos más crónicos aparecerá una mayor 
cantidad de linfocitos y células plasmáticas (Dow y cols., 1968).  
 Finalmente, entre la 8ª y 12ª spi, el proceso de cicatrización sigue avanzando y la 
zona central queda reducida a una mezcla de material necrótico y células gigantes 
degeneradas, todo ello rodeado por tejido de granulación y una estrecha capa de 
linfocitos, células plasmáticas y algún eosinófilo (Dow y cols., 1968; Kelly, 1993). Los 
espacios porta muestran un infiltrado similar al de la 7ª spi, pero aquellos conductos 
adyacentes a los trayectos parasitarios presentan hiperplasia y fibrosis periférica. 
Además, en los conductos de mayor tamaño existe una severa hiperplasia del epitelio 
biliar. 
 La cicatrización de los trayectos parasitarios se completa entre las 12-16ª spi, 
momento en el que la lesión es reemplazada por tejido fibroso (Dow y cols., 1968; 
Rushton y Murray, 1977). En cabra y oveja, los trayectos que han originado abundantes 
detritus celulares pueden tardar varias semanas más en ser reabsorbidos, permaneciendo 
con un centro necrótico acidófilo constituido por detritus celulares rodeados por células 
gigantes multinucleadas y células epitelioides, linfocitos, células plasmáticas y fibrosis 
periférica (Pérez y cols., 1999, 2003). 
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3.1.2.- Fase biliar 
3.1.2.1- Lesiones macroscópicas
 Aunque es posible observar parásitos de forma aislada en conductos biliares a la 
4ª spi, lo normal es que la fase biliar se establezca a partir de la 12ª spi (Rushton y 
Murray, 1977). A partir de este momento, los principales conductos biliares van a estar 
dilatados y sus paredes engrosadas debido a la carga parasitaria, por lo cual harán 
prominencia sobre la cara visceral del hígado, especialmente los conductos terminales, 
tanto por su expansión como por la pérdida de parénquima hepático que los recubre 
(Ross y cols., 1967; Dow y cols., 1968; Rushton y Murray 1977; Reddington y cols., 
1986; Kelly, 1993; Pérez y cols., 1999, 2003). 
 En las infecciones primarias crónicas, la lesión más llamativa es una fibrosis 
periportal, acompañada de proliferación y engrosamiento de los conductos biliares, que 
da un aspecto de pseudolobulillos a la superficie hepática (Meeusen y cols., 1995; Pérez 
y cols., 1999). 
 En la fasciolosis caprina es frecuente observar una gran número de parásitos 
adultos (>100/hígado), que distienden el conducto biliar principal y la vesícula biliar, 
llegando incluso al conducto pancreático y duodeno proximal (Leathers y cols., 1982).  
 En ganado vacuno, las lesiones descamativas y ulcerativas de los conductos 
biliares son más pronunciadas que en el resto de especies y, consecuentemente, existe 
una mayor proliferación de tejido conectivo fibroso que hace que la pared de los 
conductos aparezca muy engrosada y blanquecina (Kelly, 1993). 
3.1.2.2.- Lesiones microscópicas
 El hallazgo microscópico más característico de la fase biliar es la hiperplasia 
epitelial que tiene lugar en los conductos biliares (Sinclair, 1967; Rushton y Murray, 
1977). Es frecuente que se produzca necrosis de la mucosa de los conductos que 
contienen parásitos, pudiendo extenderse en ocasiones a otras capas más profundas 
(Sinclair, 1967). 
 Según Meeusen y cols. (1995), en las infecciones primarias crónicas la lesión 
más llamativa es la fibrosis periportal, acompañada de proliferación de los conductos 
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biliares e infiltrado linfoplasmocitario. Estas lesiones implican pérdida de parénquima 
hepático y la consiguiente alteración de la arquitectura normal del órgano. 
 En los conductos biliares de menor tamaño también se observa un 
engrosamiento fibroso de la pared, aunque la hiperplasia de las células mucosas es más 
rara. Muchos de estos pequeños ductos están llenos de huevos del parásito. En la 
especie ovina es frecuente encontrar algún huevo aislado en las arteriolas hepáticas y 
ocasionalmente en el parénquima hepático, donde están asociados a una reacción 
inflamatoria severa con abundante infiltrado de eosinófilos, macrófagos, linfocitos, 
fibroblastos y, a veces, células gigantes (Dow y cols., 1968; Pérez y cols., 2003). 
 Los huevos de F hepatica se observan por primera vez en los conductos de 
mayor tamaño a las 12 spi, pero en la semana 20 ya aparecen en otros conductos mucho 
menores, algunos de ellos de localización periférica, en los que no se localizan parásitos 
adultos (Dow y cols., 1968).  La ruptura de la pared de estos conductos biliares y de 
vasos sanguíneos asociados es un hecho común y frecuentemente va asociado a la 
aparición de infartos (Ross y cols., 1967). 
 En la especie caprina, particularmente tras infecciones repetitivas, se han 
descrito lesiones en hepatocitos consistentes en dilatación de retículo endoplasmático 
liso (Martínez-Moreno y cols., 1999; Pérez y cols., 1999), dado que esta organela 
cumple importantes funciones en el metabolismo y detoxificación de numerosos 
tóxicos. Esta lesión podría estar originada por los productos de excreción secretados por 
el parásito (FhES).  
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Tabla 1.- Cronología de las lesiones hepáticas macro y microscópicas en infecciones 
por F. hepatica en rumiantes.  









Lóbulo izquierdo congestivo, lleno 
de trayectos más numerosos en la 
zona parietal. Trayectos rojizos en 
el parénquima. 
Daño limitado a los trayectos. 
Hemorragia subcapsular, 
hepatocitos degenerados y 
eosinófilos en los trayectos 
sanguinolentos. Eosinófilos y 







Trayectos amarillos rodeados por 
zonas hemorrágicas, sobre todo en 
lóbulo izquierdo. Perihepatitis 
fibrosa. Posible peritonitis. 
Trayectos antiguos contraídos, 
leve fibrosis, acúmulos de 
infiltrado con células gigantes, 
macrófagos y sobre todo 
linfocitos. Eosinófilos en 
regiones portales adyacentes a 
los trayectos. A veces zonas de 









Trayectos rojo sangre (2-3 mm). 
Placas hemorrágicas en superficie 
en la cara visceral del lóbulo 
izquierdo (predominantemente). 
Adherencias fibrinosas y congestión 
en órganos cercanos. 
Adenomegalia de NLH. Congestión 
hepática. 
Hemorragia y detritus celulares 
en los trayectos, que son 
mayores así como los parásitos. 
Trayectos antiguos con fibrosis. 
Infiltrado de linfocitos, cél. 
Plasmáticas. Eosinófilos sólo en 
áreas portales. Pigmento de 








Hemorragia subcapsular en área 
visceral. Trayectos forman surcos 
en superficie. Superficie hepática 
fibrinosa/gelatinosa.  
Centro necrótico rodeado por 
células gigantes. Tejido de 
granulación y linfocitos 






Hígado aumentado de tamaño y 
pálido, cirrosis difusa. Ductos 
biliares hiperplásicos, con paredes 
engrosadas, llenos de detritus y 
parásitos, hacen prominencia en 
superficie visceral. Vesícula biliar y 
NLH aumentados de tamaño. 
Trayectos fibrosos con pérdida 
de hepatocitos junto con 
fibroblastos, linfocitos y 
macrófagos. Ocasionalmente 
granulomas en el parénquima 
que contienen huevos del 
parásito. 
SPI: Semanas post-infección. NLH: nódulos linfáticos hepáticos. 
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Tabla 1a.- Cronología de las principales lesiones a nivel de conductos biliares, 
hallazgos clínicos, hematológicos y presencia de huevos durante la fasciolosis en rumiantes. 









ductos cercanos a 
los trayectos. 









FASCIOLOSIS AGUDA TIPO I. 
Muerte repentina en infecciones 
>5000 mc. Ascitis, hemorragia 














FASCIOLOSIS AGUDA TIPO II. 
1000 parásitos pueden causar 
muerte pero a veces sólo ligera 
palidez de mucosas y pérdida 







>800 parásitos, a veces 
adquiridos lentamente. La 
mayoría de ellos en ductos a las 
20 spi. Animal letárgico, 

















Necrosis de la 
mucosa 
colangiolar 
causada por los 
parásitos. Huevos 




>200 parásitos. Desarrollo 
gradual de edema 








en heces y 
ductos 
biliares. 
SPI: Semanas post-infección. 
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3.1.3.- Lesiones en nódulos linfáticos hepáticos 
 Los nódulos linfáticos hepáticos (NLH) de animales infectados de manera 
natural o experimental con F. hepatica suelen mostrar un severo aumento de tamaño 
(Chauvin y cols., 1995). En el caso de infecciones severas la médula aparece enrojecida 
al corte (Zafra y cols., 2008). 
Microscópicamente, este aumento del tamaño del nódulo se suele deber a la 
hiperplasia de los folículos linfoides y cordones medulares, la cual oscila entre 
moderada y severa. También puede aparecer a veces, aunque en menor medida, una 
discreta hiperplasia de las áreas paracorticales. En cuanto a la coloración medular, se 
debe a focos hemorrágicos (agudos o crónicos) que se asocian con la presencia de 
macrófagos cargados de hemosiderina. Con menor frecuencia puede aparecer un leve 
infiltrado de eosinófilos en cordones medulares y áreas paracorticales (Zafra y cols., 
2008). Igualmente se comprueba que durante la fasciolosis se produce un aumento en el 
ratio linfocitos T CD4/CD8 (Meeusen y cols., 2005).
3.2.- Hallazgos clínicos 
 La fasciolosis puede presentar tres formas clínicas (aguda, subaguda y crónica), 
cuya aparición está relacionada con la época del año, la cantidad de metacercarias en los 
pastos y el número de metacercarias ingeridas. Esta clasificación se basa principalmente 
en los hallazgos de necropsia y depende del número de parásitos que se encuentren en el 
hígado y de su estado de desarrollo (Ross y cols., 1967; Rojo y Ferre, 1987).  
La fasciolosis aguda se origina por la ingestión, en cortos intervalos de tiempo, 
de un gran número de metacercarias (1.000 ó más) y suele afectar a animales jóvenes 
expuestos por primera vez al parásito. Cursa con dolor abdominal, ascitis y anemia 
hemorrágica, pudiendo incluso provocar la muerte súbita en aquellos casos en los que la 
pérdida de sangre es muy abundante, aunque esta forma no suele ser frecuente en 
infecciones naturales (Dow y cols., 1968; Behm y Sangster, 1999). 
La fasciolosis subaguda se presenta cuando se ingieren un elevado número de 
metacercarias durante un periodo de tiempo suficientemente largo para no provocar el 
proceso agudo. Los animales aparecen con pérdida de peso, palidez de mucosas y dolor 
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a la palpación abdominal, aunque normalmente no existe hepatomegalia (Ross y cols., 
1967; Sinclair, 1967; Rojo y Ferre, 1987). 
La fasciolosis crónica es la forma clínica más frecuente en rumiantes. Se 
desarrolla por la ingesta de pequeñas cantidades de metacercarias (inferiores a 10 
metacercarias por día) durante periodos prolongados de tiempo. La sintomatología es 
similar a la que se presenta en la forma subaguda, aunque mucho más acusada; cursa 
con pérdida de peso, palidez de mucosas, edema submandibular (conocido 
coloquialmente como “papo”) y caída de la lana (Sinclair, 1967; Rojo y Ferre, 1987; 
Behm y Sangster, 1999). 
Para consultar de manera esquemática las distintas alteraciones clínicas que se 
pueden observar en la fasciolosis en pequeños rumiantes véanse las Tablas 1 y 1a. 
3.3.- Alteraciones biopatológicas 
3.3.1.- Anemia
 Es probablemente el factor más importante en cuanto a morbilidad y mortalidad 
del hospedador con fasciolosis. Aunque su origen ha sido un tema controvertido, 
actualmente se considera una anemia hemorrágica, debido a las lesiones que el parásito 
causa a nivel de parénquima hepático, conductos biliares y cavidad abdominal. Se 
estima que la cantidad de sangre que se puede perder oscila entre 0,2 y 0,5 ml. por 
parásito y día (Dawes y Hughes, 1964; Jennings, 1976).  
 Recientes estudios han demostrado que la anemia que aparece en la fasciolosis 
es del tipo normocítica hipocrómica, constatándose igualmente un descenso en los 
niveles de hierro sérico, lo cual se explicaría por la actividad hematófaga del parásito 
junto con la pérdida de sangre hacia el intestino a través de los conductos biliares 
(Lotfollahzadeh y cols., 2008). 
3.3.2.- Proteínas plasmáticas
Las principales proteínas plasmáticas son la albúmina, las inmunoglobulinas 
(gamma-globulinas) y el fibrinógeno. El hígado es el único lugar en el que se sintetiza 
albúmina sérica, mientras que las inmunoglobulinas son producidas por las células 
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plasmáticas en distintas partes del organismo. En infecciones por Fasciola spp. se 
produce habitualmente hipoalbuminemia e hiperglobulinemia (Behm y Sangster, 1999).   
Durante la fase parenquimatosa de la enfermedad, el daño causado por la 
migración de F. hepatica compromete la función hepática, provocándose una 
disminución en la producción de albúmina y disminuyendo su concentración plasmática 
(Anderson y cols., 1977; Dargie, 1981; Symons, 1989). Por otra parte, durante la fase 
biliar, la pérdida de albúmina debido a las hemorragias es mayor a la reposición por 
síntesis hepática, manteniéndose el desequilibrio. Esta hipoalbuminemia provoca un 
edema hipooncótico en zonas declives como la papada, dando lugar al típico edema 
submandibular (Rojo y Ferre, 1987; Behm y Sangster, 1999).   
El incremento en la síntesis de inmunoglobulinas (Ig) séricas tiene lugar a las 
pocas semanas de la infección y perdura a lo largo de todo el proceso, elevándose los 
niveles de IgM, IgG1, IgG2a e IgE, (Holmes y cols., 1968; Sinclair, 1968, 1970; Berry 
y Dargie, 1976; Sykes y cols., 1980; Dargie, 1981; Huges y cols., 1981; Poitou y cols., 
1992; Jemli y cols., 1993). En la cabra dicho aumento ocurre a partir de las 3 spi 
(Martínez-Moreno y cols., 1999). 
Por último, recientemente (Ulutas y cols., 2008) se ha demostrado que               
F. hepatica puede provocar un aumento en los niveles séricos de proteínas de fase 
aguda (específicamente haptoglobulina y amiloide sérico A). Dicho experimento fue 
realizado en ganado caprino pero se centró en infecciones mixtas de parásitos 
gastrointestinales y hepáticos, con lo cual a día de hoy aún se desconoce el efecto que la 
fasciolosis por sí misma ejerce sobre estos marcadores tempranos de patología. 
3.3.3.- Enzimas hepáticas
La determinación de los niveles plasmáticos de algunas enzimas de origen 
hepático ha demostrado ser muy útil en el estudio y diagnóstico de hepatopatías en 
medicina veterinaria (Ferre y cols., 1994,1995a, 1996). El incremento de la 
concentración plasmática de la enzima glutamato deshidrogenasa (GLDH), enzima 
mitocondrial de los hepatocitos, indica un proceso agudo reciente, el cual en infecciones 
por Fasciola coincide con la fase migratoria del parásito, descendiendo su 
concentración cuando los parásitos alcanzan la madurez sexual y se localizan en 
conductos biliares. Esta enzima es especialmente interesante en el estudio de la 
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fasciolosis ya que es específica del hepatocito, por lo cual un incremento en su 
concentración sérica será indicativo de daño a nivel del parénquima hepático, con 
mínimas interferencias por parte de otros procesos coexistentes (Sykes y cols., 1980; 
Ferre y cols., 1994, 1995a, Molina y cols., 2006; Raadsma y cols., 2007).  
La actividad plasmática de la aspartato aminotransferasa (AST), alanina 
aminotransferasa (ALT) y la sorbitol deshidrogenasa (SDH) también aumenta durante la 
migración del parásito por el parénquima hepático (Deger y cols., 2008), aunque dichas 
enzimas son menos hepatoespecíficas que la GLDH. Por ejemplo, la AST sérica no solo 
aumenta cuando existe un daño hepático, sino también en casos de alteración a nivel de 
músculo cardíaco, músculo esquelético, riñón y encéfalo (Sykes y cols., 1980; Kramer y 
cols, 1985).  
La gamma-glutamil transpeptidasa (GT), enzima específica procedente del 
epitelio de los conductos biliares, alcanza los valores plasmáticos más elevados cuando 
los trematodos se encuentran en los conductos biliares (Thorpe, 1965; Ross y cols., 
1966; Sinclair, 1967, 1975; Huges y cols., 1973; Schuster y Lammler, 1973; Anderson y 
cols., 1977, 1981; Rowlands y Clampitt, 1979; Rajasekariah y Howell, 1980; Sykes y 
cols., 1980; Sandeman y Howell, 1981; Galtier y cols., 1986; Rojo y Ferre, 1987; Jemli 
y cols., 1993; Ferre y cols., 1994, 1996). 
En ausencia de otros datos, el incremento de la actividad plasmática de la GLDH 
o la GT puede indicar una fasciolosis aguda y subaguda o crónica, respectivamente. 
Estos niveles se pueden utilizar también para comprobar la eliminación de los parásitos 
tras un tratamiento terapéutico (Rojo y Ferre, 1987; Ferre y cols., 1994, 1995a; 
Raadsma y cols., 2007). Además, el aumento de ambas enzimas se encuentra 
correlacionado (Scott y cols., 2005) e incluso en bovinos infectados con F. gigantica se 
ha observado una correlación estadística entre la población parasitaria, el daño 
observado a nivel macroscópico en hígado y los valores séricos de ambas enzimas 
(Molina y cols., 2006), aunque en otros estudios en ovinos infectados con el mismo 
parásito no se ha observado tal correlación. 
Varios experimentos llevados  a cabo por Martínez-Moreno y cols. (1997, 1999), 
indicaron que el crecimiento y migración del parásito es más rápido en las infecciones 
secundarias que en las primarias. Respecto a los niveles enzimáticos, se comprobó que 
el incremento en los niveles de AST, GLDH y GT es más temprano y se alcanzan 
valores más elevados en los animales reinfectados. Chauvin y cols. (1995) también 
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describió el mismo fenómeno en infecciones ovinas y sugirió que se trataba de un 
mecanismo de evasión inmune del parásito frente a la reacción hepática, por el cual las 
larvas migrantes en una reinfección son capaces de alcanzar más rápidamente y 
fácilmente los conductos biliares. La infección secundaria en cabras también induce un 
proceso patológico más marcado, implicando alteraciones hematológicas mayores y más 
duraderas, una severa  disfunción hepática (indicada por los valores enzimáticos en 
suero) y lesiones hepáticas similares a las observadas en infecciones primarias, pero 
más extensas y severas (Martínez-Moreno y cols., 1997; Pérez y cols., 1998, 1999). En 
éstos últimos trabajos citados se comprobó que en la especie caprina, tanto en 
primoinfecciones como reinfecciones, no existía correlación alguna entre la carga 
parasitaria y los niveles séricos de enzimas hepáticas. Estos mismos resultados han sido 
confirmados recientemente por Raadsma y colaboradores, en 2008.
3.3.4.- Leucocitos
El principal cambio observado en animales que sufren fasciolosis con respecto a 
la población de leucocitos es una marcada eosinofilia en sangre periférica. Esta 
eosinofilia sigue una dinámica bifásica característica, apareciendo un primer pico 
durante la migración de las larvas inmaduras y otro más tardío una vez las formas 
adultas invaden los conductos biliares (Ross y cols., 1966; Furmaga y cols., 1967; 
Schuster y Lammler, 1973; Sinclair, 1973, 1975; Poitou y cols., 1992, 1993b; Jemli y 
cols., 1993). Este patrón bifásico podría explicarse por los diferentes factores que actúan 
atrayendo eosinófilos a las zonas dañadas. El descenso entre ambos picos se explicaría 
por el paso de eosinófilos de sangre periférica al tejido dañado (Ruston y cols., 1967; 
Chauvin y cols., 1995). Con frecuencia, también se observa un aumento en sangre de 
linfocitos y neutrófilos y, ocasionalmente, monocitos y basófilos (Behm y Sangster, 
1999).   
3.3.5.- Bilirrubina
Cuando las formas adultas del parásito ocupan los conductos biliares se podría 
esperar que interfiriesen en la producción y liberación de bilis. Sin embargo, sólo 
ocasionalmente se ha descrito bilirrubinemia en ovejas parasitadas con F. hepatica




4.- RESPUESTA INMUNITARIA FRENTE A                       
Fasciola hepatica 
4.1.- Introducción 
El sistema inmunitario de los animales ha evolucionado para proporcionar una 
defensa eficaz contra un amplio rango de organismos infecciosos, incluyendo virus, 
bacterias, hongos, protozoos y parásitos. Los mecanismos de defensa se pueden dividir 
en dos sistemas distintos: 
- Inmunidad natural o innata: este tipo de inmunidad no requiere un 
contacto previo con el agente invasor para desarrollarse, es una 
respuesta rápida y de amplio espectro y se encuentra mediada por el 
sistema del complemento, macrófagos y otras células defensivas no 
específicas como las células “natural killer” (NK) y las células 
dendríticas. Este tipo de inmunidad es fundamental para el 
reconocimiento precoz de los microorganismos y actúa como eslabón 
previo para el posterior desarrollo de la respuesta inmunitaria 
adquirida, la cual a su vez modula y dirige al sistema inmunitario 
innato (Roitt, 2001).  
- Inmunidad adquirida: Es más lenta pero mucho más específica; está 
mediada por linfocitos T y linfocitos B, que a su vez actúan sobre 
varios elementos del sistema inmunitario (Roitt, 2001). 
4.2.- Respuesta inmunitaria natural
Las barreras fisiológicas naturales como la piel, mucosas, ácidos gástricos, 
temperatura corporal, etc., conforman un primer eslabón defensivo frente a la infección 
por algunos agentes; pero generalmente son poco eficaces en infecciones por helmintos. 
De hecho, los jugos gástricos, más que destruir las metacercarias de F. hepatica, ayudan 
en el proceso de desenquistamiento (Dalton y Brindley, 1997). 
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Si el patógeno consigue superar estas primeras barreras fisiológicas, el sistema 
inmunitario innato desarrolla una respuesta basada en dos eventos: la liberación de 
sustancias bactericidas ó citocidas, que son capaces por sí mismas de destruir el agente; 
y el proceso de fagocitosis. 
Como ejemplo del primer mecanismo defensivo dentro de la respuesta 
inmunitaria innata cabría destacar la acción del sistema del complemento. Este sistema 
está formado por una veintena de proteínas plasmáticas que actúan como una cascada 
enzimática y su activación resulta en una serie de productos capaces de lisar el agente 
invasor por ataque directo, formando poros en sus membranas (Roitt y cols., 2001). 
Además, la activación del sistema del complemento induce una respuesta inflamatoria y 
provoca la opsonización del agente, permitiendo su posterior fagocitosis por 
granulocitos y macrófagos (Mulcahy y cols., 1999). 
La cascada del complemento se puede desencadenar bien por la denominada vía 
clásica (por unión al agente de aminoácidos o proteínas plasmáticas específicas como la 
colectina) o bien por la vía alternativa (componentes del complemento interactúan 
directamente con partículas ricas en carbohidratos presentes en el agente invasor, como 
sucede en determinadas bacterias).  
Algunos tipos celulares del sistema inmunitario innato también reconocen las 
estructuras de carbohidratos de los microorganismos gracias a sus receptores de 
superficie, siendo capaces de destruir directamente al agente sin necesidad de una 
respuesta más elaborada y tardía. Por ejemplo, los macrófagos poseen receptores para 
lipopolisacáridos, el mayor componente de membrana de las bacterias Gram-negativas, 
siendo capaces de reconocer dichos agentes y proceder a su fagocitosis (Mulcahy y 
cols., 1999). Además, la estimulación de dichos receptores induce a los macrófagos a 
sintetizar citoquinas que, subsecuentemente, estimulan el crecimiento de los linfocitos e 
inducen una respuesta inmunitaria específica.  
Las células fagocitarias, tanto macrófagos como polimorfonucleares neutrófilos, 
además de su función fagocítica, pueden liberar sustancias que actúan directamente 
contra el agente invasor como determinados reactivos derivados del óxido nítrico o 
especies activas de oxígeno: peróxido de hidrógeno y sus derivados (Roitt, 2001; 
Piedrafita y cols., 2007). 
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Las células dendríticas (que mayoritariamente residen en tejidos linfoides) 
poseen receptores similares a los de los macrófagos y pueden reconocer e interiorizar 
glicoconjugados de microorganismos, provocando una respuesta inmediata frente a 
estos agentes. Otras células, como las llamadas “Natural Killer” (NK) presentan 
receptores en su superficie que pueden reconocer al agente invasor y provocar su 
citolisis (Fearon y Locksley, 1996). Estas células actúan en estrecho contacto con el 
agente diana (células tumorales, células infectadas por virus, etc.), sobre el cual liberan 
el contenido de sus gránulos (destacando la perforina), produciendo su destrucción.  
Los parásitos de gran tamaño, como es el caso de los helmintos, no pueden ser 
fagocitados y parece ser que el organismo ha solucionado este problema mediante el 
desarrollo de un sistema de destrucción extracelular basado en los eosinófilos. Estas 
células son polimorfonucleares con gránulos caracterizados por su afinidad hacia 
colorantes ácidos. En el interior de dichos gránulos se han identificado diferentes 
compuestos, como la proteína catiónica eosinofílica, la proteína básica, enzimas como 
arilsulfatasas, fosfolipasas e histaminasas, etc. (Butterworth y cols., 1981; Gleich y 
cols., 1984). 
Los eosinófilos tienen receptores de superficie para el componente C3b del 
complemento y, al activarse dichos receptores, son capaces de generar metabolitos de 
oxígeno activo. Además, ciertos compuestos presentes en sus gránulos son capaces de 
provocar daños a nivel de la membrana del agente invasor (perforinas, etc.).
Otras células que intervienen en la respuesta inmunitaria innata, ya sea de 
manera directa o bien mediada por el efecto de los linfocitos T, son las células cebadas. 
Éstas son células inflamatorias residentes en tejidos que responden ante la activación 
tanto del sistema inmunitario innato como el adquirido produciendo y liberando 
diferentes mediadores inflamatorios presentes en sus gránulos citoplasmáticos 
(histamina, proteasas, carboxipeptidasas y proteoglicanos). Estas células son también 
capaces de sintetizar prostaglandinas, leucotrienos y determinadas citoquinas como el 
TNF- ó IL-4 (Prussin y cols., 2003).  
En numerosos procesos parasitarios podemos encontrar una población de células 
cebadas residentes intraepiteliares (llamadas “leucocitos globulares”) responsables de 
los fenómenos de rechazo rápido de parásitos a nivel epitelial (Huntley y cols., 1984; 
Huntley y cols., 1992; Stankiewicz y cols., 1993; Balic y cols., 2000). Sin embargo, el 
origen de estos leucocitos globulares aún es campo de controversia pues también se ha 
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demostrado en la especie caprina que expresan receptores , como determinados 
linfocitos (Konno y cols., 1995). 
Las células cebadas son capaces de liberar determinadas sustancias activas 
contra los parásitos al unirse los complejos antígeno parasitario-IgE con sus receptores 
de IgE de alta afinidad (Brown y cols., 2003; Gurish y cols., 2004; Yoshimoto y cols., 
2006). Se estima que su papel es más determinante en estadios iniciales (peritoneo) de 
la infección (Doy y cols., 1981; Wicki y cols., 1991; Van Milligen y cols., 1998). 
4.3.- Respuesta inmunitaria adquirida 
La respuesta inmunitaria adquirida está mediada por dos poblaciones de 
linfocitos: los linfocitos B, responsables de la inmunidad humoral y los linfocitos T, 
responsables de la inmunidad celular. En comparación con el sistema inmunitario 
innato, el adquirido se caracteriza por presentar especificidad, memoria y capacidad 
para discriminar entre antígenos propios y extraños (Roitt y cols., 2001). 
4.3.1.- Inmunidad celular  
Los linfocitos T derivan de células hematopoyéticas de la médula ósea y deben 
pasar un periodo de maduración en el timo antes de poder migrar al bazo y nódulos 
linfáticos. Los linfocitos T portan en su superficie receptores (TCR), que en 
colaboración con moléculas del complejo mayor de histocompatibilidad (MHC), son 
capaces de reconocer péptidos antigénicos específicos (Roitt, 2001).  
Otro receptor que se hayan prácticamente en todos los linfocitos T y puede ser 
usados para distinguirlos de los linfocitos B es el CD2 (También denominado LFA-2 ó 
T11; cuya función se relaciona con la adhesión a células diana o presentadoras de 
antígenos, la activación de células T y la regulación de la citolisis- Yang y cols., 2001; 
Wilkins y cols., 2003). Este CD2 está presente en la mayoría de los linfocitos T, 
timocitos y células NK. Por su parte, el receptor CD3 (molécula asociada a TCR), está 
presente en todos los linfocitos T maduros y timocitos (Roitt y cols., 2001).  
A su vez, los linfocitos T pueden presentar o no otra serie de co-receptores, entre 
los que destacan los denominados CD4 y CD8, que desarrollan diferentes funciones y 
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sirven de base para su clasificación (Bernard, 1984), dividiéndolos en dos poblaciones 
autoexcluyentes. 
 Dentro de cada una de dichas subpoblaciones se pueden diferenciar linfocitos T 
de memoria (cuya función sería proporcionar  una más rápida respuesta tras el contacto 
con un antígeno ya conocido) y linfocitos T no inmunizados específicamente contra 
ningún antígeno (Zuckermann y cols., 1996). 
Los linfocitos T se clasifican en función de las características de su receptor 
principal. El receptor TCR es una proteína heterodimérica compuesta bien por cadenas 
 (TCR-1) o bien por cadenas  (TCR-2) que permite a las células T reconocer una 
gama muy amplia de anticuerpos (Mulcahy y cols., 1999; Roitt, 2001). 
4.3.1.1.- LINFOCITOS T+
El papel de las células T+ no está esclarecido por completo (Girardi y cols., 
2006). En el caso de los rumiantes, los linfocitos T  se pueden dividir en dos 
poblaciones que difieren en su función y distribución orgánica (Davis y cols., 1996). 
Una de ellas, similar a la descrita en humanos y roedores, se caracteriza por expresar 
CD2, CD3, CD5 y CD6. Algunas células de esta subpoblación también co-expresan 
CD4 o CD8 (Kaufmann y cols., 1996). Esta población reside básicamente a nivel 
esplénico (Davis y cols., 2000). 
Sin embargo, la población más numerosa en rumiantes y la que mayormente 
aparece en sangre periférica no expresa CD2 y es CD4-/CD8- (Wyatt y cols., 1994), 
siendo únicamente CD3+ (Mackay y cols., 1989; Davis y cols., 1993). Ambas 
poblaciones expresan receptores con cadenas TCR-1, consistentes en heterodímeros , 
al contrario que los heterodímeros  de las células con receptores TCR-2 (CD4+ y 
CD8+).   
En el ser humano y otros mamíferos como el ratón, aproximadamente el 90% de 
las células T en sangre periférica y órganos linfoides del adulto expresan el subtipo 
TCR-, mientras que sólo el 10% posee el TCR- (Kaufmann y Kabelitz, 1991). Sin 
embargo, en el caso de los rumiantes, los linfocitos TCR- constituyen un componente 
del sistema inmunitario mayor que en otras especies (Hein y MacKay, 1991), llegando a 
representar hasta un 60-75% de los linfocitos periféricos circulantes en terneros 
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neonatos, bajando más tarde al 10% en rumiantes adultos (Wyatt y cols., 1994; Caro y 
cols., 1998). 
Estos linfocitos son escasos en los órganos linfoides periféricos de animales 
adultos normales (como el bazo o los nódulos linfáticos); sin embargo, son la población 
linfoide dominante en los epitelios (Janeway y cols., 1988). Así pues, se ha comprobado 
la existencia de subpoblaciones de estas células en superficies epiteliales como la piel, 
glándula mamaria e intestino (Wyatt y cols., 1994; Navarro y cols., 1996; Girardi y 
cols., 2006). 
Los linfocitos T+ son los responsables de mantener la vigilancia inmunológica 
a nivel epitelial, monitorizando la integridad de los epitelios mediante el reconocimiento 
y destrucción de aquellas células alteradas, las cuales expresan en determinadas 
ocasiones (infecciones, neoplasias) un tipo molecular específico de MHC tipo I (Girardi 
y cols., 2006). La citolisis de estas células dañadas se realiza mediante un efecto 
citotóxico directo y parece que estos linfocitos no son capaces de recircular o migrar a 
través de los epitelios presentando antígenos (Janeway y cols., 1988). 
Hay evidencias de que estas células T+ aparecen como primera línea de 
defensa inespecífica (Janeway y cols., 1988; Ferrick y cols., 1995; Saito y cols., 1998) y 
son capaces de modular algunas respuestas inmunopatológicas (McMenamin y cols., 
1994). Además, se ha comprobado que estos linfocitos son capaces de liberar 
determinadas citoquinas que pueden polarizar la respuesta inmunitaria hacia un tipo Th1 
ó Th2 (Ferrick y cols., 1995; Ferrick y cols., 2000). 
La función de estos linfocitos + en la fasciolosis no ha sido aún aclarada y los 
escasos trabajos que han analizado dicha subpoblación linfocitaria en este proceso 
(Brown y cols., 1994) no han llegado a conclusiones relevantes.  
4.3.1.2.- LINFOCITOS T+
La principal población de linfocitos T en la mayoría de los mamíferos, así como 
en rumiantes adultos, es aquella formada por linfocitos T del tipo TCR-2. Dentro de esta 
subclase, las dos principales poblaciones son los linfocitos T colaboradores (Th) y los 
linfocitos T citotóxicos (Tc), que se pueden distinguir por los marcadores moleculares 
de superficie CD4 y CD8, respectivamente. También cabría distinguir un tipo especial, 
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denominado linfocitos T reguladores (Treg) que, si bien son CD4+, se diferencian 
funcionalmente de los T colaboradores.  
Respecto a su distribución relativa, se comprueba que en caprino adulto el ratio 
CD4/CD8 es mayor a la unidad tanto en el bazo, placas de Peyer ileales, nódulos 
linfáticos como en sangre periférica (Caro y cols., 1998). Únicamente en agregados 
linfoides yeyunales dicho ratio es menor a la unidad. 
 Linfocitos T colaboradores
Las células Th (de Thelper en inglés) CD4+ están restringidas al MHC tipo II e 
inducen la proliferación de los linfocitos B y su diferenciación a células plasmáticas 
para sintetizar y secretar anticuerpos, además también controlan la acción y activación 
de los linfocitos T citotóxicos y modulan las respuestas inmunitarias crónicas antígeno-
específicas al controlar la acción de los macrófagos (Roitt, 2001). 
A mediados de los años 80 se observó en ratones que se podían diferenciar dos 
tipos de linfocitos Th de acuerdo con el tipo de citoquinas que sintetizaban (Mossman y 
cols., 1986; Mossman y Coffman, 1989a,b; Abbas y cols., 1996). Estas dos poblaciones, 
que provienen de un mismo precursor común (células Th0) se denominaron Th1 y Th2, 
respectivamente y mostraron diferencias tanto fenotípicas como funcionales (Mosmann 
y cols., 1986; Mosmann y cols., 1989; Roitt, 1999). Ambos tipos celulares sintetizan 
determinados factores en común, como factores estimuladores de la calemia, IL-3 o 
GM-CSF (Factor Estimulante de Colonias Granulocito-Macrófago) -Seder y cols., 
1992-. Existen varios factores que van a hacer que predominen los linfocitos Th1 o Th2; 
sin embargo, el tipo de citoquinas en el medio interno y la cantidad relativa de las 
mismas van a ser los más importantes de todos ellos (Rocken y cols., 1992; Hsieh y 
cols., 1992;  Seder y cols., 1992; Seder y Paul, 1994) –ver Fig. 2-. 
Así pues, el primer paso en la respuesta inmunitaria adquirida típica sería la 
llegada del antígeno, el cual es procesado y presentado a linfocitos Th0 por las células 
presentadoras de antígenos (células dendríticas, macrófagos, etc.). Estos linfocitos Th0 
son linfocitos colaboradores maduros que aún no han recibido un estímulo para la 
respuesta. Según el tipo de patógeno, tipo de antígeno, tipo de citoquinas liberadas por 
los macrófagos ante el patógeno, etc. el linfocito Th0 pasará a expresar una serie de 
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receptores en superficie y producir un determinado tipo de citoquinas, ya sean tipo Th1 
o Th2 (Fig. 2). 
De manera específica, para que se produzca una respuesta tipo Th1 se han de 
activar los componentes celulares del sistema inmune innato (macrófagos, células NK, 
etc.). Una vez activados los mismos se liberan citoquinas como la IL-12, IL-18, IFN- y 
TNF- que provocan el paso de los linfocitos Th0 a Th1 (Mulcahy y cols., 1999). 
En el caso de la respuesta Th2 se requiere una producción temprana de IL-4, ya 
sea por parte de macrófagos u otros linfocitos T (Fearon y cols., 1996). 
Sin embargo, se ha de ser cauteloso a la hora de extrapolar el modelo murino de 
respuesta Th1/Th2 a otras especies. Así, por ejemplo, se comprueba (Brown y cols., 
1994) que en vacuno tanto los linfocitos Th0, Th1 como Th2 pueden producir ARNm 
de IL-10 (citoquina supuestamente característica de respuesta Th2), al igual que sucede 
en la especie humana (Del Prete y cols., 1993).  
LINFOCITOS TH1
Las células Th1 promueven la respuesta inmunitaria tipo 1 o celular, 
caracterizada por la producción del factor de necrosis tumoral beta (TNF-), interferón-
gamma (IFN-) y diversas interleuquinas (IL): IL-2, IL-3, IL-12; este tipo de respuesta 
inmunitaria va a ser especialmente eficaz contra las infecciones intracelulares 
provocadas por virus y otros microorganismos que proliferan dentro de los macrófagos 
(Mulcahy y cols., 1999; Roitt, 2001). Estas citoquinas estimulan la producción de IgG2a 
(IgG1 en humanos) e IgG3 por las células B, las cuales activan al complemento por la 
vía clásica y promueven la fagocitosis de los microorganismos. Además también liberan 
IFN- que aumenta la actividad citocida y microbicida del macrófago al inducir la 
producción de óxido nítrico y sus derivados. 
Así se promueve una inmunidad mediada por células contra antígenos 
intracelulares aunque también puede ser eficaz frente a patógenos extracelulares como 
helmintos (James y cols., 1982). Sin embargo, la destrucción es inespecífica y los 
tejidos del hospedador alrededor del mismo pueden ser dañados, por lo que la 
activación de los macrófagos por una respuesta tipo 1 frecuentemente se asocia a 
condiciones patológicas (hipersensibilidad retardada tipo II). 
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En una respuesta tipo Th1 típica, según Roitt y cols., en 2001, la activación de 
elementos celulares del sistema innato es el primer paso en la respuesta inmunitaria. 
Debido a este estímulo, el macrófago produce IL-12, IL-18, IFN- y TNF
diferenciándose los linfocitos Th0 en Th1. Los macrófagos poseen moléculas del 
complejo mayor de histocompatibilidad tipo II en su superficie y pueden interiorizar, 
procesar y presentar antígenos directamente a las células T, induciéndolas a producir IL-
2, que en combinación con la IL-5 de los macrófagos activados estimula a las células 
NK a producir más IFN-, el cual a su vez aumenta la producción de IL-12 (feed-back 
positivo), elevándose los niveles de interferón, activándose a los macrófagos, células 
NK y linfocitos Th1 así como aumentando la liberación de IL-12 y 18 (respuesta tipo 1) 
–ver Figura 2-.  
LINFOCITOS TH2
Las células Th2, por su parte, desarrollan la respuesta inmunitaria tipo 2 o de 
tipo humoral, con la producción de citoquinas IL-3, IL-4, IL-5, IL-6, IL-9, IL-10 e IL-
13 (Mulcahy y cols., 1999). Estas citoquinas cooperan con las células B e inducen una 
respuesta humoral (proliferación de linfocitos B, transformación en células plasmáticas 
que sintetizan y liberan diferentes inmunoglobulinas -Roitt y cols., 2001- ).  
Este tipo de defensa desencadena la producción de IgE (activada por la IL-4), la 
eosinofilia (inducida por la IL-5) y la proliferación de las células cebadas (estimulada 
por las IL-3 e IL-4), según los estudios realizados por Estes y cols. (1995), Abbas y 
cols. (1996), Roitt (2001) y Cervi y cols. (2001). Además, se liberan otras 
inmunoglobulinas como IgA e IgG1 (IgG4 en humanos).  
La respuesta Th2 es de gran importancia en el control de las infecciones por 
helmintos. Así, existen numerosos parásitos vulnerables a la acción de la IgE. Los 
eosinófilos, unidos a la superficie del parásito gracias a sus receptores específicos frente 
a anticuerpos (principalmente IgE), pueden liberar compuestos como la proteína básica 
mayor, la proteína catiónica eosinófila, neurotoxina derivada de eosinófilos y 
peroxidasa eosinófila, capaces de provocar daño en la cutícula de los parásitos, lo cual 
supone el primer paso para su destrucción. Por otra parte, la degranulación de las células 
cebadas va a inducir reacciones de hipersensibilidad inmediata tipo I, que también juega 
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un papel importante en la respuesta defensiva frente a helmintos (Mulcahy y cols., 
1999). 
El desencadenamiento de una respuesta Th2 parece asociado a una producción 
temprana de IL-4. El origen de esta liberación es poco claro, aunque probablemente se 
produzca por parte de macrófagos y algunas células T que se estimulen vía receptores 
de superficie diferentes a los de la lectina, como por ejemplo, linfocitos + 
intraepiteliares, que son capaces de liberar citoquinas ante determinados estímulos 
(Ferrick y cols., 2000). 
Como ya se ha comentado, el subtipo de linfocito colaborador predominante 
depende de múltiples factores, siendo el más importante las citoquinas que predominen 
en el medio interno (Fig. 2). Las células Th1 y Th2 producen citoquinas que actúan 
como factores de crecimiento autocrinos así como para la regulación cruzada de cada 
tipo de respuesta. Por ejemplo, el IFN- amplifica el desarrollo de la respuesta Th1, 
estimula la actividad microbicida de los macrófagos e inhibe la proliferación de células 
Th2, al igual que hacen otras citoquinas propias de respuesta tipo Th1, como la IL-12 
(Hsieh y cols., 1993; Trinchieri y Scott, 1994). Por su parte, la IL-4 antagoniza los 
efectos del IFN- e induce el desarrollo de células Th2, bloqueando la activación de las 
Th1 (Hsieh y cols., 1992; Seder y cols., 1992). 
Durante el curso de una respuesta inmunitaria ambas respuestas Th1/Th2 son 
inducidas y el grado final de polarización de cada respuesta se determina por diferentes 
factores como la naturaleza del estímulo antigénico y el ambiente en el que las células 
Th se hallan. La habilidad de los animales para desarrollar una respuesta Th1/Th2 
parece ser un determinante crítico a la hora del desarrollo de la infección parasitaria 
(Mulcahy y cols., 1999). 
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Figura 2.- Esquema sobre las interacciones celulares y citoquinas producidas durante las 
respuestas inmunitarias Th1 y Th2. APC: Célula presentadora de antígenos; Mf: Macrófago; 
PMN: Polimorfonucleares. 
 Linfocitos T citotóxicos
Las células Tc (CD8+) son las encargadas de destruir aquellos virus, bacterias o 
protozoos que infectan las células del hospedador, tejidos transplantados así como 
células cancerígenas (Roitt, 2001). Estos linfocitos se encuentran restringidos al MHC 
tipo I, estando su acción y activación controlada por parte de los linfocitos T 
colaboradores. 
Los antígenos derivados de los agentes infecciosos intracelulares son procesados 
en los endosomas y presentados juntos al MHC clase I en la superficie de la célula 
infectada. El reconocimiento de este complejo péptido-MHC clase I por parte de los 
receptores TCR- de linfocitos T CD8+ inicia el proceso de destrucción de la célula 
infectada, normalmente mediado por la producción de radicales libres de oxígeno y 
perforinas (Roitt, 2001). Por lo general, las células Tc no son capaces de mediar la 
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eliminación de parásitos eucarióticos extracelulares, incluidos los helmintos (Mulcahy y 
cols., 1999).  
 Linfocitos T reguladores  
Estos linfocitos (previamente denominados T supresores), los cuales pueden 
expresar tanto CD4 como CD8, son normalmente los encargados de limitar y controlar 
la respuesta inmune una vez el proceso ha concluido (Belkaid y cols., 2006). Tienen una 
amplia variedad de modos de acción si bien mayormente actúan mediante dos 
citoquinas reguladoras: la interleuquina 10 (IL-10) y el denominado “transforming 
growth factor beta” o TGF- (también producidos por las células del sistema 
inmunitario innato).  
Dentro de este grupo de linfocitos Tregs se pueden diferenciar dos grupos: 
aquellos que aparecen de forma natural en el organismo (FoxP3+ Tregs)  y aquellos que 
son inducidas por la infección (células Th3/Tr1) (Chen y cols., 1994; Groux y cols., 
1997; Belkaid y cols., 2006), difiriendo tanto en su comportamiento como en relación a 
la liberación de citoquinas. 
4.3.2.- Inmunidad humoral 
Está mediada por linfocitos B y células plasmáticas. Los linfocitos B se 
diferencian de las células hematopoyéticas de la médula ósea y viajan por el torrente 
circulatorio hasta llegar a órganos linfoides secundarios como el bazo, nódulos 
linfáticos, tonsilas o placas de Peyer (Clark y Ledbetter, 1994). Los linfocitos B 
maduros poseen receptores para la fracción Fc de inmunoglobulinas en su superficie, lo 
que les permite unirse a distintos anticuerpos y éstos, a su vez, al epítopo de un 
antígeno. A continuación el complejo antígeno-receptor pasa al interior de la célula y 
sufre la acción proteolítica dentro de un endosoma. Los pequeños péptidos derivados 
del antígeno se mezclan con moléculas del complejo mayor de histocompatibilidad 
(MHC) tipo II y son presentados en la superficie celular. 
La combinación estructural de péptidos y MHC tipo II en la superficie de las 
células B es reconocida por linfocitos T activados, más específicamente linfocitos Th. 
Estos linfocitos Th (CD4+) van a secretar proteínas mediadoras o citoquinas, 
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principalmente la IL-4, aunque también intervienen la IL-2, IL-5, IL-6, que inducen a 
las células B a migrar al interior del folículo linfoide (Roitt, 2001; Cerutti y Guerrero, 
2001).  
En esta localización los linfocitos B entran en contacto con las células 
dendríticas foliculares (CDF), que reconocen su complejo inmune antígeno-anticuerpo y 
estimulan su proliferación y diferenciación. Esta interacción dará lugar a la formación 
de un centro germinativo prácticamente desprovisto de linfocitos T. Conforme las 
células B maduran, se desplazan a la zona periférica del folículo, más clara, en la que 
abundan las células dendríticas foliculares y linfocitos Th activados, que las inducen a 
diferenciarse en:  
a) Células plasmáticas, capaces de secretar más de 2000 moléculas de 
anticuerpos o inmunoglobulinas por segundo, específicas del antígeno que 
originalmente se unió a la célula B.  
b) Células de memoria, que mantienen la capacidad de reconocer al antígeno y 
proliferar a células plasmáticas y de memoria; este hecho acelera futuras 
respuestas frente al mismo antígeno (Clark y Ledbetter, 1994). 
En cuanto a las inmunoglobulinas, existen cinco tipos diferenciados en la 
especie humana (Ig M, A, E, G y D) que difieren en su estructura, número de puntos de 
unión al antígeno y función. Los rumiantes poseen Ig M, G, A y E homólogas a las de la 
especie humana (Mulcahy y cols., 1999). 
La IgM está formada por cinco unidades con diez puntos de unión, se produce 
muy pronto en infecciones primarias pero posee baja especificidad. Debido a su alta 
capacidad para unirse a microorganismos es muy eficaz activando al sistema del 
complemento por la vía clásica. Durante la maduración de la respuesta inmunitaria las 
células dendríticas y las células T inducen a las células B para cambiar su secreción de 
IgM a IgG, la cual suele aparecer consecutivamente (Clark y cols., 1994; Roitt, 2001). 
Así pues, en una respuesta inmunitaria madura predominará la secreción de IgG. 
En los humanos, se pueden diferenciar IgG1, 2, 3 y 4. En los bóvidos la IgG se puede 
clasificar en IgG1 e IgG2 y dentro de esta última se diferencian dos isotipos, la IgG2a y 
la IgG2b (esta última es un componente menor con menos significado funcional) –
Butler y cols., 1983-. La producción de IgG2a de rumiante se estimula por el interferón 
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gamma y aumenta por la IL-2 (respuesta inmunitaria tipo Th1). Los anticuerpos IgG1 se 
asocian a una respuesta tipo Th2 (Mulcahy y cols., 1999). 
La IgA es secretada en superficies mucosas y es importante a nivel de inmunidad 
de mucosa intestinal, de tracto respiratorio y otras mucosas del organismo (Befus y 
cols., 1986; Musoke y cols., 1986).  
Por su parte, la IgE es capaz de unirse a células con receptores para ella. Dichos 
receptores de alta afinidad (Fc) se hallan, por ejemplo, en las células cebadas (cuando 
éstas se unen a la IgE interactuando con antígenos, se provoca la degranulación celular 
y resulta en una reacción de hipersensibilidad tipo I). Los eosinófilos, macrófagos y 
plaquetas también se sabe que poseen receptores para la IgE y todos ellos se consideran 
importantes para mediar la destrucción del agente en respuestas frente a parásitos 
helmintos (Butterwoth y cols., 1993; Hagan y cols., 1993). 
4.4.- Respuesta inmunitaria frente a helmintos 
Independientemente de los aspectos comunes en la respuesta inmunitaria frente a 
parásitos, cada especie animal presenta diferentes patrones de actuación en función del 
parásito en cuestión (Clery y cols,. 1998). Por ejemplo, el ganado vacuno desarrolla una 
respuesta inmunitaria de tipo Th0 y Th1 frente a Babesia bovis (Brown y cols., 1995) y 
de tipo Th0 y Th2 frente a F. hepatica (Brown y cols., 1994).  
Como norma general, los helmintos inducen una respuesta inmunitaria Th2 y se 
piensa que ésta tiene mayor importancia que la respuesta Th1 en la expulsión de los 
parásitos (Sher y Coffman, 1992; Urban y cols., 1992; Svetic y cols., 1993; Maizels y 
cols., 1998). 
En las infecciones por helmintos hay una clara preferencia en la respuesta 
inmunitaria hacia la producción tanto de IgE específica como no específica (Mansour y 
cols., 1990; Hagan, 1993; Maizels y cols., 1993; Schallig y cols., 1995; Gurish y cols., 
2004). La unión cruzada de antígenos-IgE con los receptores Fc que poseen las células 
cebadas en su membrana resulta en la liberación de aminas vasoactivas y otros 
mediadores de la inflamación, lo cual induce el reclutamiento y activación de los 
eosinófilos, que a su vez producen IL-5; la cual activa más eosinófilos. Se ha propuesto 
que la consiguiente reacción de hipersensibilidad inmediata (tipo I) y la liberación de 
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IgE e IgG es el principal mecanismo para lograr la eliminación de los helmintos 
(Mulcahy y cols., 1999, 2005; Gurish y cols., 2004). De hecho, una respuesta 
inmunitaria que implique la producción de IgE se considera indicativa de protección 
frente a helmintos.  
En cuanto a la acción específica de los eosinófilos en los procesos inmunitarios 
contra parásitos, la mayoría de los helmintos provocan, al invadir el organismo, una 
activación del sistema del complemento y son rodeados por el componente C3b. Esto 
permite a los eosinófilos adherirse, mediante sus receptores frente a C3b, a la superficie 
del parásito. Al activarse, el eosinófilo libera sus sustancias activas al medio 
extracelular (proteína básica mayor y especialmente la proteína catiónica), las cuales 
son capaces de dañar la membrana externa del parásito (Doy y cols., 1982; Milbourne y 
cols., 1990; Mulcahy y cols., 1999, 2005). 
Por otra parte, las células cebadas participan activamente en la respuesta 
inmunitaria frente a parásitos (mayormente contra las formas larvarias de parásitos 
gastrointestinales). Así, es característica la presencia de células cebadas específicamente 
sensibilizadas a nivel intraepitelial (denominadas comúnmente leucocitos globulares) 
que son responsables de los fenómenos de rechazo rápido de las formas larvarias 
juveniles de nematodos gastrointestinales a nivel del epitelio (Huntley y cols., 1984; 
Balic y cols., 2000). Estas células son capaces de liberar determinadas sustancias activas 
contra los parásitos al unirse los complejos antígeno parasitario-IgE con sus receptores 
de IgE de alta afinidad (Brown y cols., 2003). 
Si bien la mayoría de los parásitos son sensibles a esta respuesta inmunitaria tipo 
Th2 (sobre todo los nematodos intestinales), otros han evolucionado y han conseguido 
evitar dicha respuesta inmunitaria (Pritchard y cols., 1997). Diversos estudios sugieren 
que determinados helmintos provocan una respuesta inmunitaria Th2, de la cual son 
capaces de protegerse, para evitar los mecanismos defensivos potencialmente tóxicos 
dependientes de una respuesta Th1 (Finkelman et al., 1991; Pearce y Sher, 1991; Allen 
y Maizels, 1997; Maizels y cols., 1998).  
Como un claro ejemplo de mecanismo dependiente de una respuesta inmunitaria 
tipo Th1 que se muestra eficaz frente a los procesos parasitarios, cabría destacar la 
acción citotóxica realizada por los macrófagos. Estas células, una vez activadas por la 
acción de diferentes citoquinas, intervienen como células efectoras en la inmunidad 
protectora frente a un amplio rango de parásitos protozoarios y helmintos como 
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Leishmania spp., Toxoplasma gondii, Trypanosoma cruzi, ó Schistosoma mansoni 
(Mulcahy y cols., 1999; Dlugonska y cols., 2000). 
En la mayoría de las parasitaciones por helmintos que cursan con migraciones a 
nivel peritoneal, como la fasciolosis, los macrófagos peritoneales juegan un papel 
esencial en la destrucción del agente gracias a su capacidad para producir especies 
reactivas derivadas del oxígeno. Así, por ejemplo, en el caso de las esquistosómulas 
(larvas migrantes) de Schistosoma mansoni, se ha demostrado que estos macrófagos son 
los responsables de la destrucción de las mismas mediante la producción de óxido 
nítrico (James y cols., 1989).  
En los últimos años, el papel que desempeña el óxido nítrico (NO) en los 
procesos parasitarios ha sido intensamente estudiado (Piedrafita y cols., 2001; Cervi y 
cols., 2001; Sibille y cols., 2004; Flynn y cols., 2007; Flynn y cols., 2008), 
comprobándose que, por ejemplo, en el caso de la rata compuestos como el anión 
superóxido o el NO son responsable de la destrucción temprana (7 días pi) de larvas de 
F. hepatica (NEJs) a nivel peritoneal (Sibille y cols., 2004). Sin embargo, en especies 
más sensibles como el ovino, las células peritoneales tienen una producción mucho 
menor de NO y, por tanto, provocan una citotoxicidad mucho más reducida en las NEJs 
(Piedrafita y cols., 2001). 
Se ha sugerido que los macrófagos pueden ser una célula diana en los efectos 
inmunomoduladores que ejercen numerosos parásitos. Así se ha comprobado que en 
exposiciones crónicas a F. hepatica o sus productos de excreción-secreción (FhES) se 
induce un tipo diferente de activación macrofágica a nivel de las células residentes en el 
peritoneo, apareciendo los denominados macrófagos activados por vía alternativa ó 
AMM -asociados a una típica respuesta Th2- en contraposición con los macrófagos 
activados clásicos -característicos de respuestas Th1 (Flynn y cols., 2007). Estos 
macrófagos AMM se caracterizan por una elevada actividad arginasa, baja producción 
de NO y elevada liberación de IL-10 (Gordon y cols., 2002). Este hecho permite una 
colonización exitosa del hospedador por parte del parásito (Reyes y cols., 2007). 
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4.5.- Respuesta inmunitaria específica en 
 fasciolosis
Como la gran mayoría de los parásitos helmintos, la infección por F. hepatica
provoca una respuesta inmunitaria de tipo Th2. Así, diversos estudios han demostrado 
que tanto la IgE (Bossaert y cols., 2000a) como los eosinófilos y las células cebadas 
(Bossaert y cols., 2000b), juegan un papel muy importante en la respuesta inmunitaria 
que tiene lugar específicamente en el hígado de vacas infectadas con F. hepatica. Varios 
trabajos previos ya habían descrito dicha importancia en la mucosa intestinal de ratas 
(Doy y cols., 1982; Van Milligen y cols., 1998; Kesik y cols. 2007) y de vacas (Wicki y 
cols., 1991) infectadas con F. hepatica.
Sin embargo, se ha descrito que esta respuesta tipo Th2 es incapaz de eliminar o 
detener al parásito (Mulcahy y cols., 1999), por lo que cabría suponer que F. hepatica
puede superarla. Cabe incluso la posibilidad de que el parásito polarice la respuesta del 
hospedador hacia una respuesta Th2 para así defenderse de una respuesta Th1, la cual 
podría resultarle más dañina (Maizel y cols., 1998; Maizels y cols., 2004).  
De hecho, en el caso de la fasciolosis, en las especies susceptibles se produce un 
cambio en el tipo de respuesta inmunitaria predominante desde un tipo Th1 (o Th0 en 
otras especies) inicial hacia una respuesta Th2 final en fases crónicas de la infección, lo 
cual resulta en beneficio para el parásito. Así, por ejemplo, el anticuerpo dominante en 
parasitaciones crónicas es la IgG1 en terneros, ovejas y ratas (O’ Neill y cols., 2000), 
identificándose en estas especies también IgE (inmunoglobulinas características todas 
ellas de respuestas tipo Th2).  
En cuanto a la respuesta temprana frente a la fasciolosis, un trabajo realizado en 
ganado vacuno por Clery y colaboradores (1998), concluyó que la infección con          
F. hepatica daba lugar a una proliferación de linfocitos con rápida producción de IFN-, 
lo que era indicativo de un patrón Th1 en las fases iniciales del proceso. Si 
extrapolamos la dicotomía Th1/Th2 que tiene lugar en ratones (Pearce y cols., 1991; 
Pearce y Sher, 1991), la detección de IFN- en las primeras fases de la infección y su 
ausencia en infecciones crónicas, demostraría la polarización de la respuesta en función 
del curso de la infección, permitiendo la supervivencia del parásito durante las fases 
crónicas de la infección. 
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Sin embargo, estudios similares realizados en ratas por Cervi y cols. (2001) 
mostraron un incremento simultáneo en los niveles de IFN- (respuesta Th1) y de IL-4 e 
IL-10 (respuesta Th2) a nivel de bazo a los 7 días postinfección, lo que difiere del 
clásico balance de Th1/Th2 (Moosman y Sad, 1996).  
En el caso particular de las reinfecciones y en infecciones crónicas, Bossaert y 
cols. (2000b) constataron que en vacas reinfectadas con F. hepatica tenía lugar una 
respuesta proliferativa de linfocitos circulantes, sin que la misma sea protectora. Dicha 
respuesta era de tipo Th2, sin observarse un aumento en la producción de IFN- ni el 
desarrollo de una hipersensibilidad retardada, coincidiendo con los resultados de otros 
trabajos realizados previamente (Clery y cols., 1996).
Los trabajos más recientes se han centrado en el estudio de las citoquinas 
reguladoras  y las células T reguladoras (Tregs) en la fasciolosis. En varios modelos de 
infecciones parasitarias se ha confirmado la participación necesaria  de diferentes tipos 
de citoquinas y Tregs, como p.ej IL-10 y TGF- (Doetze y cols., 2000), células FoxP3+ 
Tregs (Belkaid y cols., 2002) y células Th3  (Walsh y cols., 2007). Estas citoquinas y 
tipos celulares modulan el sistema inmunitario del hospedador y conllevan la creación 
de una respuesta inmunopatógena, demostrándose por ejemplo que la IL-10 ejerce una 
acción inmunoreguladora durante las infecciones parasitarias, inhibiendo la respuesta 
inmunitaria (tanto Th1 como Th2) -Belkaid y cols., 2006-. La IL-10 también es capaz 
de evitar la eliminación del parásito y la producción de NO por parte de macrófagos 
activados vía IFN- (Gazzinelli y cols., 1992), así en terneros infectados con F. hepatica
se ha observado que la IL-10 induce una disminución de los niveles de IFN- (Flynn y 
cols., 2008). El TGF-, por su parte, es capaz de provocar una inmunosupresión durante 
procesos parasitarios (Belkaid y cols., 2006), induciendo una disminución de los niveles 
de IL-4 en terneros parasitados con F. hepatica (Flynn y cols., 2008).  
 Se ha demostrado que si se revierte este tipo de respuesta regulatoria se 
consigue la eliminación del parásito (Beiting y cols., 2007; Taylor y cols., 2007). La 
capacidad supresora de esta población Treg es parcialmente dependiente de la IL-10 y 
del TGF-1 (Seo y cols., 2007).  
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4.6.- Evasión de Fasciola hepatica de la respuesta 
inmunitaria 
Al igual que otros helmintos, F. hepatica puede sobrevivir en sus hospedadores 
durante largos periodos de tiempo, hasta varios años. Cabría pensar, por lo tanto, que 
los parásitos deben poseer algún mecanismo para evitar el ataque del sistema inmune 
del hospedador. El destino final de los parásitos son los conductos biliares, que 
constituyen una zona inmunológica segura, pero previamente han de migrar por otras 
localizaciones anatómicas donde el sistema inmune es muy activo, como la pared 
intestinal, peritoneo y parénquima hepático (Mulcahy y cols., 1999, 2005). Para evadir 
la respuesta del hospedador durante esta fase migratoria, F. hepatica despliega una serie 
de mecanismos: 
1. LOCALIZACIÓN FINAL DEL PARÁSITO. Tanto los antígenos como los 
huevos liberados por los parásitos adultos llegan al intestino a través de conductos 
biliares y colédoco junto a la bilis, lo cual limita en gran parte la respuesta inmunitaria 
que deberían inducir. Es por este motivo por el que los niveles de anticuerpos inducidos 
en ratones, ratas, ovejas y vacas descienden una vez que el parásito penetra dentro de 
los conductos biliares (Hanna, 1980a; Meeusen y Brandon, 1994; Clery y cols., 1996).  
Por otra parte, los niveles de inmunoglobulinas en conductos biliares de vacas 
infectadas son 12 veces menores que los medidos en sangre, predominando la IgA, lo 
que confirma la escasa actividad inmunológica a este nivel (Hughes y cols., 1981). 
2. GLUCOCÁLIZ. Es lógico asumir que la mayoría de las interacciones entre el 
parásito y el hospedador tendrán lugar en la superficie parasitaria, la cual va a 
desarrollar un papel importante en la protección contra el sistema inmune (Mulcahy y 
cols., 1999). No existe evidencia de que el parásito absorba macromoléculas del 
hospedador en su superficie para enmascararse como sucede en otros parásitos, por 
ejemplo Schistosoma spp. La superficie de F. hepatica es una membrana simple 
cubierta por un espeso glucocáliz polianiónico de unos 40 nm, compuesto por 
glucoproteínas que proyectan cadenas de oligosacáridos y gangliósidos terminados en 
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ácido siálico. El glucocáliz superficial de F. hepatica puede contribuir a la evasión 
inmune de tres formas distintas: 
a) La composición del glucocáliz sufre una serie de cambios durante el 
desarrollo del parásito en el hospedador, lo que hace que el sistema inmune 
tenga que luchar contra un “blanco variable” (Hanna, 1980a, b). Los 
componentes del glucocáliz se sintetizan y empaquetan en vesículas en las 
células del tegumento que las secretan a la superficie del parásito. El 
glucocáliz de las larvas recién desenquistadas (NEJs) deriva de células del 
tegumento tipo T0, que cambian a T1 antes de la entrada al hígado. Previo 
paso a ductos biliares aparecen las células T2 que se encargan de dicha 
función. Esta composición variable del glucocáliz se refleja en cambios en la 
respuesta inmunitaria humoral del hospedador. Así pues, los anticuerpos 
frente a células T0 y T1 (antigénicamente relacionadas) alcanzan un pico a 
las 3-5 semanas pi y más tarde aumentarán los anticuerpos anti-T2 hasta la 
entrada del parásito en conductos biliares. Sin embargo, estos anticuerpos 
anti-T2 se producen en mínimas cantidades debido a que este antígeno 
aparece poco antes de que el parásito alcance los conductos biliares. Este 
hecho confirmaría que esta localización final es un ambiente 
inmunológicamente seguro, puesto que en este momento, en el glucocáliz del 
parásito, predominan las células T2 y la escasa cantidad de IgG e IgA a este 
nivel se dirige contra células T1 y T0 (Hughes y cols., 1981).  
b) El glucocáliz se encuentra en un proceso continuo de muda y es reemplazado 
por vesículas secretoras del parásito. En las formas inmaduras del parásito, el 
cambio total del glucocáliz puede durar solamente 3 horas (Hanna, 1980b, c). 
Todo esto no permite que células defensivas como los neutrófilos y 
eosinófilos puedan establecer un contacto estrecho y suficientemente 
duradero con el parásito para permitir su degranulación y destrucción, ya que 
se desprenden junto al glucocáliz (Duffus y Franks, 1980; Hanna, 1980b).  
c) La liberación de productos de desecho del glucocáliz puede crear un flujo 
circulatorio que dificulta la acción de los anticuerpos en una reacción 
inmunitaria potencialmente letal (Duffus y Franks, 1980). 
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3. EVASIÓN DE LA ACCIÓN DEL SISTEMA DEL COMPLEMENTO. Las 
larvas recién desenquistadas son per se muy sensibles a la acción del sistema del 
complemento. Sin embargo, no se ha podido demostrar la unión del componente C3 a la 
superficie de las mismas, lo cual podría explicarse por la presencia de ácido siálico 
terminal en componentes del glucocáliz, el cual es capaz de evitar la activación del 
complemento por la vía alternativa. (Baeza y cols., 1994). Del mismo modo, también se 
ha comprobado que existen mecanismos que bloquearían la vía clásica (Montgomery y 
cols., 1986); todos estos factores podrían explicar la gran resistencia de las fasciolas 
juveniles recién desenquistadas a la acción del sistema del complemento.  
4. CAMBIOS ANTIGÉNICOS DURANTE LA MIGRACIÓN PARASITARIA. 
Los cambios antigénicos en el desarrollo del parásito durante su migración por las 
distintas estructuras anatómicas dan lugar a una estimulación independiente de los 
nódulos linfáticos que drenan esas zonas. Por ejemplo, como ya se ha comentado, los 
componentes antigénicos del glucocáliz varían entre larvas recién desenquistadas, larvas 
inmaduras y parásitos maduros. Así pues, los anticuerpos desarrollados en nódulos 
linfáticos mesentéricos son diferentes a los de nódulos linfáticos gastrohepáticos y a los 
del bazo, presentando diferentes patrones de reacción frente a diferentes antígenos. 
Igualmente se provocan distintas respuestas isotípicas según la zona (por ejemplo, la 
producción de IgE es mucho mayor en los nódulos linfáticos hepáticos que en los 
mesentéricos o en el bazo, mientras que la de IgA es mayor en los nódulos linfáticos 
mesentéricos). Estos hallazgos sugieren una particular regulación de las citoquinas 
secretadas por las células T en cada una de estas zonas. Esta variación en el tipo de 
respuesta inmunitaria hace que ésta sea menos efectiva que si se tratase de un único 
mecanismo defensivo (Meeusen y Brandon, 1994). 
5. CAPACIDAD MIGRATORIA A TRAVÉS DEL PARÉNQUIMA 
HEPÁTICO. Los túneles migratorios del parénquima hepático de ovejas 
primoinfectadas con F. hepatica aparecen rodeados por granulocitos (eosinófilos y 
neutrófilos), macrófagos, y linfocitos T y B (Meeusen y cols., 1995). Sin embargo, 
mientras los parásitos jóvenes se hallan presentes en esos túneles no se observa 
infiltración linfocitaria rodeándolos. En estadios posteriores el infiltrado celular se 
incrementa, pero sólo se observa junto a los espacios porta y zonas lesionadas, y no 
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rodeando a las fasciolas. De esta forma, los parásitos tienen la suficiente motilidad 
como para “dejar atrás” al infiltrado inflamatorio; mientras éstos pueden atravesar el 
hígado sin obstáculos, los leucocitos tienen que abandonar los capilares sanguíneos del 
espacio porta y atravesar el tejido intersticial hasta llegar a los túneles en los que se 
encuentra el helminto (Meeusen y cols., 1995).  
En el caso de las reinfecciones, los parásitos pueden avanzar más rápidamente al 
evitar zonas previamente lesionadas y únicamente migrar por zonas sanas, lo cual 
explicaría que en sucesivas reinfecciones los parásitos migren más rápidamente que en 
las primoinfecciones (Meeusen y cols., 1995).  
6. EVASIÓN DE LA RESPUESTA INMUNITARIA POR PARTE DE LAS 
FORMAS INMADURAS.  Es de suponer que las formas juveniles de F. hepatica
también deben poseen algún mecanismos directo para evitar o inactivar el ataque de las 
células inmunoefectoras durante su migración a través del intestino y peritoneo. Como 
ejemplos de respuesta inmunitaria a estos niveles cabría destacar la acción de los 
radicales superóxido producidos por los neutrófilos, eosinófilos y macrófagos, o los 
reactivos de oxígeno de los macrófagos. Además, se ha concluido que uno de los 
factores que interviene en la distinción entre especie sensible-resistente a la fasciolosis 
es la capacidad del sistema inmunitario de detener el paso de las NEJs a nivel peritoneal 
(Smith y cols., 1992). 
La evasión inmune por parte de estas formas juveniles del parásito se basa en 
dos mecanismos: 
Se ha constatado que las formas juveniles de F. hepatica, al contrario que otras 
formas migrantes parasitarias como las esquistosómulas de Schistosoma mansoni, son 
altamente resistentes a la destrucción por los compuestos de oxígeno liberados por los 
granulocitos y macrófagos (Doy y cols., 1980; Duffus y cols., 1980; Doy y cols., 1982; 
Glauert y cols., 1985; Piedrafita y cols., 2000). La resistencia a este nivel parece basada 
en la acción de determinadas enzimas como la superóxido dismutasa (SOD), la glutatión 
peroxidasa o la glutatión-S-transferasa (GST) presentes en el producto de excreción-
secreción del parásito –FhES- (Piedrafita y cols., 2000). Otros compuestos presentes en 
dicho FhES también han demostrado capacidad para impedir la liberación de sustancias 
activas y fagocitosis por parte de los polimorfonucleares neutrófilos (Baeza y cols., 
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1993), así como para alterar la capacidad presentadora de antígenos de los macrófagos 
(Masih y cols., 1996). Más recientemente se ha visto la implicación de un antioxidante 
de la familia de la peroxirredoxina, denominado tiorredoxina peroxidasa (Donnelly y 
cols., 2005) en este fenómeno.  
Durante la migración transperitoneal se observa un precoz incremento de IFN-
en el bazo, el cual podría estimular la activación de los macrófagos peritoneales y su 
producción de óxido nítrico (respuesta Th1), favoreciendo la destrucción de larvas 
migrantes. Sin embargo, se produce igualmente un incremento de IL-10, citoquina 
típica de respuestas inmunoreguladoras, la cual podría ser capaz de inhibir la 
producción de estos compuestos nitrogenados por parte de los macrófagos activados por 
IFN- así como la capacidad fagocítica de estas poblaciones mononucleares (Gazzinelli 
y cols., 1992). En el caso concreto del ganado ovino no se ha podido demostrar que el 
aumento de esta citoquina sea el responsable de la falta de eficacia citocida de los 
macrófagos (Piedrafita y cols., 2001). La hipótesis actual sostiene que determinados 
compuestos del FhES serían capaces de activar de manera alternativa los macrófagos, 
evitando así una respuesta eficaz de los mismos y, muy especialmente, su producción de 
NO (Flynn y cols., 2007). Así, la tiorredoxina peroxidasa presente en el FhES es capaz 
de activar alternativamente estos macrófagos, produciendo igualmente altos niveles de 
IL-10, característica de la respuesta tipo Th2 (Donnelly y cols., 2005).  
Khaznadji y colaboradores, en 2005, demostraron que las NEJs de F. hepatica
producen una sustancia (la cistatina) la cual se ha demostrado que induce liberación de 
IL-10 con efectos antiinflamatorios e inhibición de la proliferación celular, 
favoreciéndose la supervivencia de los parásitos (Hartmann y cols., 2003).   
En cuanto a la importancia relativa de cada célula efectora a nivel de acción 
contra las NEJs, Van Milligen y cols., en 1999, demostraron que la protección estaba 
correlacionada con el número de eosinófilos y células productoras de IgE a nivel 
gástrico pero la correlación sólo era moderada respecto a los leucocitos globulares. De 
igual forma la protección se relacionó con el nivel sérico de anticuerpos IgG1 pero no 
así con los niveles de IgA o IgE. 
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7. LIBERACIÓN DE SUSTANCIAS CON ACCIÓN DIRECTA SOBRE EL 
SISTEMA INMUNE. Chauvin y Boulard (1996) constataron que los linfocitos T sólo 
aparecían en la periferia de las zonas de infiltración leucocitaria y propusieron que        
F. hepatica deprimiría la inflamación local a nivel hepático y la respuesta inmunitaria 
para facilitar su paso a través del parénquima.  
Otros trabajos afirman que los mecanismos por lo que F. hepatica evade la 
respuesta inmunitaria del hospedador incluyen la liberación de sustancias linfotóxicas 
(Goose, 1978), enzimas bloqueadoras de anticuerpos (como las catepsinas B y L) que 
separan las fracciones Fab y Fc de las inmunoglobulinas (Chapman y Mitchell, 1982; 
Carmona y cols., 1993; Smith y cols., 1993) o sustancias capaces de inhibir la 
quimiotaxis de leucocitos y la proliferación celular (Smith y cols., 1993; Meeusen y 
cols., 1995; Cervi y cols., 1996). Como resultado de la liberación de todas estas 
sustancias, las fasciolas se encuentran en hígados en los que hay una gran respuesta 
inmunitaria de tipo celular pero no sufren daño alguno (Smith y cols., 1993; Meeusen y 
cols., 1995). 
Así, entre las sustancias con importancia en estos efectos directos sobre las 
células efectoras existe un inhibidor de proteinasa sérica tipo Kunitz (Fh-KTM) que se 
expresa en el intestino, parénquima y tegumento del parásito adulto y que puede inhibir 
la actividad de las elastasas producidas por neutrófilos e interferir con la producción de 
citoquinas por parte de los linfocitos. Igualmente se ha comprobado (Martínez-Moreno 
y cols., 2000) que en infecciones por F. hepatica existe un fallo en la respuesta 
oxidativa durante la fagocitosis de bacterias por parte de los polimorfonucleares 
neutrófilos, lo cual podría ser consecuencia de los productos liberados por el parásito o 
bien por la atípica respuesta inmunitaria. 
Otras proteinasas parasitarias del tipo de las cisteín-proteasas (catepsinas B y/o 
L) parecen ejercer un efecto incluso más importante, ya que podrían modular la 
respuesta inmunitaria al eliminar receptores para la IgE en linfocitos B, eosinófilos, 
células dendríticas, neutrófilos, macrófagos y plaquetas. También se ha demostrado que 
las catepsinas son capaz de romper las Ig del hospedador, al separar las regiones Fab de 
la Fc (Berasain y cols., 2000).  
Igualmente se ha constatado que, al incubar linfocitos con productos de 
excreción-secreción de la Fasciola (FhES) o con catepsinas L recombinantes, se produce 
una disminución en la expresión en superficie del receptor CD4 o directamente una 
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ruptura de dicho receptor de superficie de células T (Prowse y cols., 2002). Este 
receptor CD4 actúa como correceptor con el CD3 en el reconocimiento antigénico por 
parte del MHC II (necesario para la activación y desarrollo de los linfocitos T 
colaboradores). Por lo tanto, este efecto sobre el receptor CD4 evitaría la proliferación 
linfocitaria y ayudaría a la evasión de la respuesta inmunitaria (de manera semejante a 
lo que sucede con Leishmania spp. o Legionella spp.). 
Sin embargo, esta inmunomodulación parasitaria no solamente ocurre a nivel 
linfocitario. Así pues se ha demostrado que la interacción entre el parásito y células del 
sistema inmunitario innato como macrófagos y células dendríticas (vía receptores Toll-
like o TCR) sería el primer paso en dicho efecto inmunomodulador (Flynn y cols., 
2007; Flynn y cols., 2008).
También se ha descrito la presencia de eosinófilos con características típicas de 
células en apoptosis en hígados de ratas infectadas con Fasciola. En ensayos in vitro se 
ha demostrado que el producto de excreción-secreción de F. hepatica es capaz de 
inducir una apoptosis temprana en eosinófilos mediante un mecanismo dependiente de 
las caspasas (Serradell y cols., 2007), siendo ésta una nueva estrategia del parásito para 
evitar el efecto temprano de la respuesta inmunitaria. Este fenómeno ha sido 
demostrado igualmente in vivo, comprobándose que es dependiente de las especies 
reactivas de oxígeno (ROS). Así pues, durante el paso peritoneal de las larvas, el ES de 
F. hepatica provoca la liberación de ROS por parte de los eosinófilos peritoneales. Sin 
embargo, estas mismas células son incapaces de resistir el estrés oxidativo y por lo tanto 
mueren vía apoptosis (Serradell y cols., 2008). 
8. EFECTOS SOBRE LA RESPUESTA PROLIFERATIVA DE LOS 
LINFOCITOS CIRCULANTES (PBLs). Fasciola hepatica es capaz de polarizar la 
respuesta inmunitaria hacia un subtipo Th2 no protector, como ya se ha comentado, 
facilitando su asentamiento en el organismo y el establecimiento de infecciones 
crónicas. Una de las principales técnicas usadas en la actualidad para determinar la 
respuesta inmunitaria inducida por diferentes agentes o moléculas sobre el sistema 
inmunitario son las pruebas de proliferación de linfocitos circulantes (En inglés se suele 
usar el término Peripheral Blood Leukocytes ó PBLs).  
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El efecto de F. hepatica sobre los PBLs depende de la especie considerada. Así, 
por ejemplo, en la rata se observa que no existen diferencias en animales infectados 
respecto a la respuesta proliferativa linfocitaria al usar mitógenos como la 
concanavalina (ConA) ó PWM (Poitou y cols., 1992). Sin embargo, según Cervi y cols., 
1998, en cultivos in vitro de bazo de ratas infectadas sí que se observó una disminución 
en la respuesta proliferativa al ConA en el día 7 pi. Dicho efecto inmunosupresor estaría 
mediado por citoquinas como la IL-10, IL-4 e IFN- y a su vez por una disminución de 
IL-2 (respuesta tipo Th0 y Th2) –Cervi y cols., 2001-. 
En el caso del vacuno, la reacción frente al mitógeno ConA es mayor durante las 
fases iniciales de la infección (McCole y cols., 1998a). Clery y cols., en 1998, 
observaron en vacuno primoinfectado respuesta de PBLs tanto frente a FhES como 
frente a ConA durante las primeras semanas de infección, así como producción de IFN-
 por parte de dichos linfocitos en las semanas 2-4 postinfección (respuesta Th1). Sin 
embargo, este patrón varía al considerar las infecciones crónicas en vacuno. Así, según 
Clery y cols., 1996, bajo dichas circunstancias fue imposible obtener IFN- de PBLs 
usando FhES, poniendo de manifiesto una marcada respuesta de tipo Th2 la cual estaba 
correlacionada con el número de parásitos implantados, siendo por tanto dicha respuesta 
inmunitaria no protectora. Igualmente, se demuestra que a partir de las 4 spi aparece un 
cese en la respuesta proliferativa a ConA (McCole y cols., 1998). 
En el caso del ganado ovino el proceso es similar al descrito en casos avanzados 
de vacuno. Zimmerman y colaboradores, en 1983, demostraron en ovino que F. 
hepatica alteraba la respuesta proliferativa de PBLs frente a mitógenos en determinados 
momentos de la infección. Así, la respuesta a ConA se suprimió significativamente en 
las semanas 4, 8, 10 y 11 pi mientras que la respuesta a fitohemaglutinina (PHA) fue 
inhibida en las semanas 4, 10, 11 y 16 pi. Por tanto, la modulación de la respuesta 
parece relacionarse con determinadas fases de la infección. Este mismo efecto se 
observó en PBLs de cabras infectadas, tanto primaria como secundariamente (Martínez-
Moreno y cols., 1997a). Se ha postulado que algunas sustancias del parásito son las 
responsables de la inmunosupresión de la respuesta de PBLs y explicaría la ausencia de 
resistencia frente a F. hepatica. 
En el caso de la respuesta de PBLs a FhES, se observa un aumento desde la 
segunda semana postinfección en adelante (si bien a partir de la sexta la respuesta fue 
más irregular) -Chauvin y cols., 1995-. Zhang y colaboradores, en 2005, observaron en 
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ovino que la producción de IFN- en PBLs ante FhES es temprana, si bien la 
producción de IL-10 es muy alta a lo largo de toda la infección y comienza mucho antes 
(0 spi). Esto podría relacionarse con una mayor susceptibilidad de esta especie a la 
parasitación. En la especie caprina se puso de manifiesto una ausencia de respuesta de 
PBLs tanto aguda como crónicamente al estímulo con FhES (Martínez-Moreno y cols., 
1997a), observándose dicho efecto en animales infectados tanto primaria como 
secundariamente. 
4.7.- Inmunología de las infecciones por Fasciola 
hepatica en rumiantes 
Aunque muchas especies de mamíferos pueden ser infectadas con F. hepatica, 
hay gran variabilidad en el grado de susceptibilidad a la infección y en la capacidad de 
adquirir resistencia a la reinfección. De hecho, no sólo la especie interviene en la 
susceptibilidad a la parasitación, sino también otros factores como la raza o incluso la 
idiosincrasia del animal (Haroun y Hyllier, 1986). 
A modo de ejemplo, en la especie ovina, algunas ovejas mueren debido a 
infecciones masivas por F. hepatica, mientras que en otras ocasiones pueden llegar a 
vivir hasta 11 años (Pantelouris, 1965). Varios estudios han demostrado diferente 
susceptibilidad en ovejas de distinta raza (Boyce y cols., 1987). Es destacable, por 
ejemplo, la gran resistencia mostrada por ovejas de Java de cola delgada (Indonesian 
Thin-Tail Sheeps ó ITT) a la infección por F. gigantica (Wiedosary y Copeman, 1990; 
Roberts y cols., 1997b), resistencia que, por otra parte, no muestran frente a F. hepatica
y que reside en un gen con dominancia incompleta (Roberts y cols., 1997). Estudios 
recientes (Piedrafita y cols., 2007) han demostrado que esta resistencia se debe a la 
capacidad de las células peritoneales de ovejas ITT de destruir las formas migrantes de 
F. gigantica, proceso asociado mayormente a la producción de radicales superóxido y 
nitrogenados. Sin embargo esos mismos estadios juveniles de F. hepatica son capaces 
de inhibir esta destrucción gracias a su mayor producción enzimática.  
En comparación con la oveja, en el ganado vacuno raramente se observan 
muertes por infecciones con F. hepatica y suele recuperarse completamente entre los 9 
y 26 meses tras la infección. Esta curación está posiblemente relacionada con la 
calcificación y engrosamiento de la pared de los conductos biliares observada en vacas 
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con infecciones crónicas, hecho que no se ha constatado en ovejas (Rojo y Ferre, 1987; 
Mulcahy y cols., 1999).  
Algunos estudios han correlacionado la susceptibilidad a la infección con la 
habilidad del hospedador de controlar la migración parasitaria en el hígado mediante 
fibrosis (así, de mayor a menor resistencia, aparecerían los cerdos, caballos, terneros y 
ovinos). 
Otras diferencias interespecíficas muestran que, mientras que las ratas pueden 
soportar infecciones severas (más de 50 parásitos) otras especies como el ratón pueden 
llegar a morir en menos de un mes con sólo 2 parásitos. Algunos autores han postulado 
que esta resistencia en ratas notificada tras 7-8 meses de infección se debería a un 
proceso de recuperación similar al que ocurre en ganado bovino (Hughes y cols., 1976). 
En el caso específico del ganado caprino, varios estudios han demostrado que las 
cabras no presentan resistencia significativa a la infección o reinfección con F. hepatica 
(Reddington y cols., 1986; Martínez-Moreno y cols., 1997a, 1999, Pérez y cols., 1999). 
Además, se ha descrito que las cabras son más sensibles a infecciones por dosis 
múltiples que a una única dosis, incluso cuando el número total de metacercarias es el 
mismo (Pérez y cols., 1998, 1999; Martínez-Moreno y cols., 1999). Por el contrario, los 
parásitos de mayor tamaño han sido recuperados en cabras infectadas con una única y 
masiva dosis (Martínez-Moreno y cols., 1999). 
Sin embargo, sí que se ha descrito resistencia adquirida en cabras frente a F. 
gigantica tras infecciones primarias tratadas con antihelmínticos (Haroun y cols., 1989), 
así como después de la administración de metacercarias irradiadas (El Sanhouri y cols., 
1989).  
4.7.1.- Respuesta inmunitaria celular en rumiantes 
Brown y colaboradores, en 1994, estudiaron in vitro las poblaciones de linfocitos 
T en vacunos infectados con F. hepatica. Los linfocitos T que respondieron al antígeno 
somático de Fasciola fueron una población mixta de CD4+, CD8+ y células . Sin 
embargo, únicamente respondieron vigorosamente al antígeno una población con menos 
del 10% de CD8+ y sin ningún linfocito T, lo cual indica que estos subtipos celulares 
no son requeridos para una respuesta in vitro. Los clones Th CD4+ fueron examinados 
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tras estímulo con ConA para así determinar su producción de citoquinas. Se comprobó 
que muchos de dichos clones eran Th2 con fuerte producción de IL-4 pero que no 
producían IL-2 ni IFN-. La mayoría de las células fueron Th0 ya que expresaron todas 
estas citoquinas mientras que no se observaron clones Th1. Como se ha comentado 
previamente, esta respuesta mixta Th0/Th2 pasaría de manera crónica a ser una 
respuesta puramente Th2. Algunos investigadores han demostrado una correlación 
positiva entre la proliferación linfocitaria en fases crónicas, el número de parásitos 
asentados en el animal y el grado de daño hepático, lo cual sugeriría que esta respuesta 
linfocitaria Th2 es no protectora (Clery y cols., 1996; McCole y cols., 1999).  
Al mismo tiempo que se produce el estímulo de la respuesta Th2  (Mulcahy, 
1999) se produciría una inhibición de la respuesta Th1. Así, por ejemplo, en infecciones 
concurrentes entre F. hepatica y Bordetella pertussi se observó una supresión en la 
respuesta Th1 específica contra la bacteria (O’Neill y cols., 2000).).  
Igualmente, Flynn y cols., 2007 establecieron que, la infección por F. hepatica, 
al provocar una fuerte respuesta Th2 e inhibición de la respuesta Th1, interfiere 
seriamente en el el diagnóstico de tuberculosis bovina, tanto en pruebas de 
intradermorreacción como en purebas de IFN-, en animales coinfectados. 
Por su parte, y respecto a las células NK, Tliba y cols., en 2002, no observaron 
cambios ante la infección con F. hepatica.  
Como se ha postulado, la cabra presenta poca resistencia frente a la reinfección. 
Algunos trabajos muestran que los neutrófilos, macrófagos y linfocitos T CD3+ son 
escasos en el infiltrado que rodea a los túneles migratorios recientes durante las 
reinfecciones (Pérez y cols., 1999). Estos resultados sugieren que, o bien en infecciones 
secundarias las fasciolas inmaduras migran rápidamente a través del parénquima 
hepático sin dar tiempo al infiltrado leucocitario a alcanzar a las larvas migratorias, 
como ha sido descrito en ovinos (Meeusen y cols., 1995), o bien los parásitos durante su 
migración inhiben la proliferación de linfocitos y la respuesta inmunitaria local como se 
ha observado en estudios in vitro (Chauvin y cols., 1995; Martínez-Moreno y cols., 
1997a).  
Esta última hipótesis se corroboraría al comprobarse la presencia de abundantes 
linfocitos T CD3+ en trayectos subagudos y crónicos, así como en espacios porta, lo 
que sugiere que el parásito inhibe la migración de linfocitos T a las zonas próximas a las 
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larvas (Martínez-Moreno y cols., 1999; Pérez y cols., 1999). Esto podría ayudar a 
explicar la poca resistencia de las cabras a la infección por F. hepatica, ya que los 
mecanismos de resistencia en la reinfección de ratas se consideran dependientes de 
linfocitos T (Keegan y Trudgett, 1992). 
En cuanto a las diferencias en la población linfocitaria entre infecciones 
primarias y secundarias, en un trabajo realizado por Pérez y cols. (1998) se compararon 
las subpoblaciones linfocitarias en el infiltrado inflamatorio producido por infecciones 
primarias y secundarias de F. hepatica. En la vesícula biliar e hígado se observan 
numerosos linfocitos T CD8+, mientras que los CD4+ fueron menos abundantes, siendo 
la ratio CD4/CD8 de 0,66 en primoinfecciones y de 0,39 en infecciones secundarias. 
Los linfocitos CD8 mostraron un aumento significativo en infecciones secundarias 
frente a primoinfecciones, mientras que el número de células CD4 no cambió 
significativamente. Estos resultados sugieren que las infecciones secundarias 
estimularían la proliferación de linfocitos CD8+ en las lesiones hepáticas. 
Por el contrario, en los nódulos linfáticos hepáticos, los linfocitos T CD4+ 
fueron más numerosos, dando un ratio CD4/CD8 de 1,5 y 1,3 en infecciones primarias y 
secundarias, respectivamente. Estos resultados sugieren que la regulación de la 
respuesta inmunitaria celular local es diferente en infecciones primarias y secundarias 
(Pérez y cols., 1998). Los linfocitos T+ fueron escasos en vesícula biliar y moderados 
en los nódulos linfáticos de cabras infectadas tanto primaria como secundariamente 
(Pérez y cols., 1998). 
Por otra parte, en el ganado caprino infectado con F. hepatica se suelen observar 
numerosos granulomas calcificados (compuestos por un centro necrótico repleto de 
detritus acidófilos y que a veces puede presentar fenómenos de calcificación; el cual se 
encuentra rodeado por macrófagos, células gigantes multinucleadas y un abundante 
infiltrado linfoplasmocitario y fibrosis periférica), que reemplazan extensas áreas de 
parénquima hepático (Martínez-Moreno y cols., 1999; Pérez y cols., 1998, 1999). Esto 
sugiere que en infecciones crónicas, los antígenos liberados por los parásitos que 
alcanzan los conductos biliares, o la presencia de abundante tejido necrótico en el 
parénquima hepático resultante de la migración parasitaria, inducen una intensa 
respuesta inmunitaria local que puede causar un daño severo en hígado aunque confiera 
poca protección frente a posibles reinfecciones (Pérez y cols., 1998, 1999). 
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En trayectos migratorios antiguos y espacios porta, el infiltrado de eosinófilos, 
macrófagos y células plasmáticas IgG+, así como la proliferación de tejido fibroso, 
varía de moderado a severo, principalmente en cabras que han recibido más de una 
dosis de metacercarias (Martínez-Moreno y cols., 1997a; Pérez y cols., 1999). 
4.7.2.- Respuesta inmunitaria humoral en rumiantes 
En la cabra, los niveles de IgG específicas anti-FhES comienzan a ascender a las 
2 semanas pi, alcanzándose un pico de producción a las 12 semanas pi, tras el cual se 
mantiene el nivel o decrece lentamente (Martínez-Moreno y cols., 1997, 1999). 
En cuanto al subtipo de IgG producida durante la infección por F. hepatica se 
libera principalmente IgG1 (relacionada con una respuesta inmunitaria del tipo Th2). En 
terneros vacunados se ha observado una correlación inversa entre la población 
parasitaria y el nivel de IgG2 específicas (Mulcahy y cols., 1998). Sin embargo, en 
pequeños rumiantes no se observa una secreción significativa de IgG2. Además, 
tampoco se observa una correlación significativa entre los niveles de IgG anti-FhES y la 
carga parasitaria, lo que sugiere que estos anticuerpos no son protectores (Martínez-
Moreno y cols., 1997). 
 Igualmente se ha demostrado que la infección secundaria no induce ninguna 
modificación de los niveles de IgG, al contrario de lo que sucede en el ganado ovino (en 
el que los niveles de IgG totales disminuyen en infecciones secundarias-Chauvin y 
cols., 1995- ).  
En la especie bovina, Bossaert y colaboradores, en 2000, observaron que la 
producción de inmunoglobulinas es más estable frente a antígeno ES que frente a 
antígeno crudo (o somático) de F. hepatica. Respecto al isotipo, se observó un claro 
predominio de IgG1, siendo mucho menores los valores de IgG2 (al igual que 
demostraron Keegan y cols., 1992 y Mulcahy y cols., 1998), siguiendo una cinética 
similar a otras especies (pico a las 3 spi y se mantiene después). Respecto a la 
producción de IgE se comprobó la misma a partir de las 2 spi.  Al no observarse 
correlación alguna entre los niveles de anticuerpos específicos y los valores de la 
infección se concluyó que la IgG1 es poco eficaz para detener la parasitación.  
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Respecto a la respuesta de IgM, se ha comprobado en ovino elevados niveles de 
IgM anti-ES (Wedrychowicz y cols., 1987; Poitou y cols., 1993) con un patrón bifásico 
(respondiendo inicialmente a las NEJS y posteriormente a los adultos)- Chauvin y cols., 
1995-. En el caso de la rata, se comprueba una elevación en IgM específica en las 2 
primeras spi, manteniendose elevada más tarde.  
En cuanto a las poblaciones celulares encargadas de desarrollar esta respuesta 
inmunitaria humoral, en la fasciolosis caprina los linfocitos B (IgM+, IgG+ o CD79+) 
varían de escasos a moderados en hígado (localizándose principalmente rodeando 
conductos biliares hiperplásico así como en la periferia de granulomas) y vesícula biliar, 
mientras que son abundantes en nódulos linfáticos hepáticos (principalmente a nivel de 
médula del nódulo), sugiriendo una intensa respuesta inmunitaria humoral local (Pérez 
y cols., 1998, 1999). 
El infiltrado de células plasmáticas productoras de IgG alrededor de los túneles 
hemorrágicos varía de escaso a abundante, indicando una severa respuesta humoral 
frente a la migración larvaria, pero que no previene la progresión de la infección (Pérez 
y cols., 1999). 
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5.- CONTROL DE LA FASCIOLOSIS EN 
 RUMIANTES
En la actualidad el control de la fasciolosis está revelándose como un grave 
problema en la ganadería de rumiantes, tanto en países desarrollados como en aquellos 
en vías de desarrollo. Las medidas tradicionales, basadas en controlar la infección 
mediante el uso de tratamientos antiparasitarios y medidas de manejo, no están 
resultando satisfactorias y son necesarios nuevos enfoques (Spithill y cols., 1999; 
Dalton y cols., 2003).   
La erradicación total del proceso raramente es una opción viable y las medidas 
de control requieren orientarse hacia la reducción de la carga parasitaria con vistas a 
permitir una producción rentable. Estas medidas de control pueden ir dirigidas a impedir 
que el parásito complete su ciclo biológico en el medio o bien a evitar que los animales 
pasten en zonas con elevadas cargas de metacercarias (Brunsdon y cols., 1980). La 
reducción de la contaminación del pasto se puede lograr mediante el uso de 
antihelmínticos sobre los animales y/o regímenes de rotación del pasto; todo ello 
formando parte de un programa de control integrado (Torgerson y cols., 1999). El uso 
de molusquicidas sobre el medio para reducir el número de hospedadores intermediarios 
no es un método actualmente aceptado en países de nuestro entorno debido a la 
contaminación medioambiental que producen (Torgenson y cols., 1999). 
En la actualidad existen numerosos modelos que predicen el impacto potencial 
de la fasciolosis en determinadas zonas y anualidades, basándose en datos climáticos, 
tasas de decomiso de hígados en mataderos, etc. Estos modelos permiten adoptar 
medidas específicas de control cada año según la predicción realiza. 
5.1.- Tratamiento 
Como se ha comentado, actualmente el control de la fasciolosis en rumiantes 
está basado en el uso profiláctico y terapéutico de fármacos antihelmínticos (Halferty y 
cols., 2009). Sin embargo, este método de control plantea una serie de inconvenientes, 
particularmente en zonas donde la enfermedad es endémica. Entre ellos cabría destacar 
su elevado coste, la escasa durabilidad del efecto protector, la presencia de residuos de 
dichos fármacos en alimentos de consumo humano, el peligro medioambiental que 
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conlleva su uso y la aparición de parásitos resistentes a dichos tratamientos (Coles y 
cols., 2000; Coles y cols., 2001). 
El uso regular de fármacos antihelmínticos orientados a provocar la muerte del 
parásito presenta un serio problema en aquellas zonas donde la enfermedad es 
endémica. En estas zonas, el tratamiento ha de administrarse de forma ininterrumpida 
durante el periodo más propicio para la infección del animales en pasto (por ejemplo, en 
el hemisferio norte, cada tres semanas desde agosto hasta febrero), debido a que la 
mayoría de los principios activos usados como antiparasitarios presentan una corta vida 
media, de sólo varios días, tras los cuales los animales pueden volver a infectarse al 
pastar. El coste de estos tratamientos repetidos supone un serio problema para los 
productores de países en vías de desarrollo (Spithill y cols., 1999). 
Los antihelmínticos más comúnmente usados para el tratamiento y control de la 
fasciolosis en rumiantes presentan tiempos de espera tanto para carne como para leche, 
siendo los mismos relativamente largos (Por ejemplo, el triclabendazol más de 60 días 
en animales de carne). Además, los fármacos más efectivos son aquellos que no se 
pueden usar en vacas lecheras o en animales lactantes ya que los Límites Máximos de 
Residuos (MRLs) en leche no se han establecido (triclabendazol, nitroxinil, closantel, 
etc.).  
Uno de los antiparasitarios más eficaces frente a la fasciolosis es el 
triclabendazol (TCBZ) y así lo demuestran varios estudios realizados en ganado ovino 
(Maes y cols., 1990; Taylor y cols., 1994; Ramisz y cols., 1997), caprino (Kinabo y 
Bogan, 1988; Martínez-Moreno y cols., 1997a), vacuno (Suhardono y cols., 1991; 
Ibarra y cols., 2002) e incluso en la especie humana (Laird y Boray, 1992; Luz y cols., 
1999).  
En la especie caprina, el TCBZ ha mostrado eficacia frente a las fases maduras 
de F. hepatica (100%), así como contra los estadios inmaduros tardíos (99,2%) y las 
formas inmaduras migratorias (94,4%) (Martínez-Moreno y cols., 1997a). El TCBZ 
previene el daño hepático causado tanto por las larvas migrantes como por las fases 
tempranas (al administrarse a las 4 spi), y evita las lesiones en conductos biliares 
provocadas por las fases más tardías (si se administra a las 8 spi). Sin embargo, no 
previene dichas lesiones si se administra en fases más avanzadas del proceso, como, por 
ejemplo, a las 16 spi (Martínez Moreno y cols., 1997a).   
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Debido a sus características, el TCBZ se ha usado durante las últimas décadas 
como tratamiento de elección frente a la fasciolosis (Fairweather y cols., 2005). Sin 
embargo, en 1995, Overend y Bowen describieron falta de eficacia del tratamiento con 
triclabendazol en ovejas infectadas con F. hepatica sugiriendo que el fenómeno podría 
deberse a la presencia de parásitos resistentes al fármaco.  
Desde entonces se han sucedido las descripciones de cepas de F. hepatica
resistentes al TCBZ en diferentes localizaciones geográficas como Irlanda, Holanda, 
Australia y Nueva Zelanda (Overend y Bowen, 1995; Mitchell, 1995; Coles y cols., 
2000; Moll y cols., 2000; Thomas y cols., 2000; Gaasenbeek y cols., 2001; Coles y 
Stafford, 2001; Wolstenholme y cols., 2004), lo que está poniendo en serio riesgo el 
control de la enfermedad mediante este fármaco. Recientemente también se ha descrito 
en España resistencia de F. hepatica frente a un fármaco relacionado, el albendazol 
(Álvarez-Sánchez y cols., 2006).  
Para racionalizar el uso de antihelmínticos se han desarrollado modelos 
predictivos metereológicos (Malone y cols., 1998; Parr y Gray 2000), los cuales, junto 
con un mayor entendimiento de los mecanismos de resistencia a los fármacos 
(Wolstenholme y cols., 2004), podrían permitir el uso de fármacos eficaces tan sólo en 
aquellos casos en los que fuese necesario, retrasando, por tanto, la aparición de 
fenómenos de resistencia y actuando tan sólo en determinadas zonas (aquellas en las 
que puntualmente existiera una alta carga parasitaria o ante la predicción de la aparición 
de un brote). 
Debido a la problemática que conlleva el control de esta enfermedad mediante el 
uso de antiparasitarios, en los últimos años se están realizando numerosos estudios con 
el objetivo de desarrollar y establecer un control basado en inmunoprofilaxis. El 
desarrollo de una vacuna eficaz frente a la fasciolosis podría presentarse como una 
alternativa que proporcionase una protección duradera, barata, respetuosa con el medio 
ambiente y efectiva para el control de esta enfermedad (Dalton y cols., 2003). 
Desde el punto de vista medioambiental, con el uso de una eficaz 
inmunoprofilaxis, se evitarían los residuos de medicamentos en la cadena alimentaria, 




La aparición de poblaciones de F. hepatica resistentes a los antiparasitarios 
comunes ha provocado un creciente interés en el desarrollo de otras formas de 
tratamiento. Las vacunas parecen una prometedora alternativa, ya que permitirían obviar 
la presencia de residuos en productos de origen animal, siendo compatibles con la 
ganadería ecológica. Además, la protección sería más prolongada que la conferida por 
los antihelmínticos, lo que tiene particular importancia en zonas endémicas y en países 
en vías de desarrollo (Spithill y cols., 1999). 
Varios estudios llevados a cabo por diversos autores han demostrado que F. 
hepatica puede inducir respuesta inmunitaria protectora en el hospedador provocando la 
muerte del parásito y confiriendo protección contra la fasciolosis (Rickard y Howell, 
1982; Haroun e Hillyer, 1986; Hughes, 1985). La transferencia pasiva de suero inmune 
así como células inmunes ha demostrado conferir protección frente a Fasciola en 
ovejas, vacas y ratas receptoras (Armour y cols., 1974; Dargie y cols., 1974; Rickard y 
Howell, 1982; Pfister y cols., 1984; Haroun e Hillyer, 1986). De estos experimentos se 
desprende que ciertos antígenos de F. hepatica pueden inducir una respuesta 
inmunitaria protectora en determinadas especies, como los bovinos, e implica que la 
vacunación con antígenos definidos es teóricamente un punto alcanzable. Sin embargo, 
también existen otros estudios llevados a cabo en ovinos donde se demostró que las 
ovejas no desarrollaban resistencia ante una segunda infección por F. hepatica después 
de una exposición primaria (Boray, 1969; Boyce y cols., 1987; Chauvin y cols., 1995). 
En cabras infectadas secundariamente no sólo no se produjo una respuesta protectora, 
sino que los animales presentaron lesiones hepáticas más severas que los infectados de 
forma primaria (Pérez y cols., 1999; Martínez Moreno y cols., 1999). Estos resultados 
sugieren que la respuesta inmunitaria en vacas es diferente cuantitativamente y 
cualitativamente a la que ocurre en ovejas y cabras o que, de alguna forma, F. hepatica
puede alterar la respuesta inmunitaria de las ovejas y cabras de manera diferente a lo 
que sucede en ganado bovino. 
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5.2.1. Aspectos generales en inmunoprofilaxis contra la 
fasciolosis 
El desarrollo de vacunas contra procesos parasitarios es actualmente uno de los 
campos de investigación más activo en la medicina veterinaria. Así, por ejemplo, se 
pueden nombrar vacunas a base de proteínas recombinantes 45w y EG95 de oncosferas 
para proteger frente Taenia ovis y Echinococcus granulosus respectivamente o la 
vacuna Bm86 contra Boophilus microplus (Drew y cols., 2000;  Gauci y cols., 2005). 
Otras vacunas, como vacunas vivas o atenuadas para luchar contra la coccidiosis aviar, 
toxoplasmosis en ovino y anaplasmosis en terneros, se hallan en prueba (Innes y cols., 
2007; Ding y cols., 2008; Kano y cols., 2008). 
En general, con el uso de estas vacunas, se busca una respuesta Th1 que induzca 
una respuesta inmunitaria celular (sobre todo activación de macrófagos) para proteger 
frente a parásitos protozoarios; mientras que se intenta conseguir una respuesta 
inmunitaria de tipo Th2 (o mezcla de Th1/Th2) que involucre células cebadas, 
eosinófilos y producción de IgE en las vacunas orientadas a la lucha contra parásitos 
helmintos (Allens y cols., 1997; Bossaert y cols., 2000; Mulcahy y cols., 1999). 
De forma general, los factores que pueden interferir en la inmunidad vacunal, 
(según Dalton y Mulcahy, 2001), son: 
 - Dosis y número de dosis de antígeno. 
 - Adyuvante en el que se vehicula el antígeno. 
- Vía de administración. De hecho, se ha comprobado que este último 
factor puede ser clave a lo hora de determinar el subtipo específico de 
respuesta inmunitaria que la vacuna desencadena (Smookers y cols., 
1999).  
En los primeros ensayos vacunales contra F. hepatica se usaron extractos 
somáticos de parásitos crudos (Pfister y cols., 1984), antígeno excretor-secretor 
completo del parásito (FhES), mezclas de proteínas secretoras o parásitos atenuados por 
radiaciones (Haroun y cols., 1986). Existen algunas referencias de vacunación con algún 
éxito contra Fasciola hepatica en terneros usando antígenos crudos (Haroun y cols., 
1986). Oldham y Huges, en 1982 consiguieron disminuir la carga parasitaria al 
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inmunizar ratas intraperitonealmente con antígenos emulsionados de F. hepatica adultas 
en adyuvante incompleto de Freund (FAI). Para más detalles ver Tabla 2. 
Desde entonces se han identificado y caracterizado diferentes proteínas de        
F. hepatica que se han testado como candidatos vacunales. Por ello, en la actualidad, los 
ensayos vacunales se orientan a buscar moléculas específicas altamente inmunógenas y 
fáciles de producir industrialmente (Dalton y cols., 2003). 
Existen tres estrategias básicas para identificar moléculas candidatas a ser 
utilizadas como vacuna frente a F. hepatica (Dalton y cols., 2003): 
1. Antígenos con protección cruzada. Antígenos de F. hepatica que se conoce 
que tienen reacción cruzada con otros del trematodo Schistosoma mansoni 
(Spithill y cols., 1997), dando protección cruzada frente a ambos parásitos. 
Por ejemplo, las proteínas transportadoras de ácidos grasos ó FABPs (Fatty 
Acid Binding Proteins). 
2. Antígenos homólogos. Moléculas de F. hepatica homólogas a antígenos que 
se ha visto previamente que protegen frente a otros trematodos como 
Schistosoma mansoni o Schistosoma japonicum. Por ejemplo, la enzima 
Glutatión-S-transferasa ó GST (Morrison y cols., 1996;  Sexton y cols., 
1994). 
3. Antígenos esenciales. Moléculas de F. hepatica que se predice que 
desarrollan una función esencial en la infección o supervivencia del parásito, 
por lo cual se considera que pueden ser candidatos vacunales idóneos. Por 
ejemplo, la Catepsina L (Dalton y cols., 1996). 
5.2.2.- Formulación de las vacunas 
Como se ha comentando, el efecto protector de las vacunas usadas en ensayos 
vacunales depende no sólo del antígeno usado, sino también del adyuvante, vía de 
administración y dosis. Según varíen estos factores se pueden obtener diferentes 
resultados (Tabla 2). 
Las proteínas purificadas y péptidos que actualmente se investigan como 
candidatos vacunales son pobres inmunógenos por sí mismos, de ahí la necesidad de 
vehicularlas en adyuvantes. La función de los adyuvantes es la de potenciar la respuesta 
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inmunitaria específica frente a los antígenos vacunales y, más importante aún en el caso 
de las vacunas contra parásitos, polarizar selectivamente los diferentes componentes de 
la respuesta inmunitaria hacia la producción de determinados isotipos de anticuerpos o 
hacia una respuesta mediada por células (Bomford y cols., 1989).  
Un problema al usar adyuvantes vacunales es la dificultad a la hora de 
discriminar localmente entre el estímulo de la respuesta inmunitaria y la reacción 
inflamatoria asociada a su uso. Estas reacciones pueden ser exacerbadas e incluso 
comprometer la salud del receptor de la vacuna (caso, por ejemplo, del Adyuvante 
Completo de Freund ó FCA). En la actualidad se tiende al uso de adyuvantes más 
inocuos, como el hidróxido de aluminio (Bomford y cols., 1989).  
Muchos de los mecanismos moleculares exactos por los que los diferentes 
adyuvantes actúan permanecen aún desconocidos. Parece ser que estos adyuvantes 
podrían mejorar la respuesta inmunitaria al antígeno mediante los siguientes efectos 
(Freund y cols., 1956; Allison y cols., 1986): 
- Actúan como depósito de antígeno, liberándolo lentamente y permitiendo un 
estímulo de la respuesta inmunitaria más persistente y eficaz. 
- Ejercen efectos en la migración celular, atrayendo a células mononucleares al 
punto de inoculación y dando lugar a la formación de un granuloma, provocando 
igualmente una proliferación linfoide en los nódulos linfáticos que drenan la zona. Estas 
dos acciones podrían favorecer la interacción entre el antígeno y las células 
presentadoras de antígenos (Warren y cols., 1986). 
- Activación del complemento. Determinados adyuvantes, como por ejemplo el 
hidróxido de aluminio ó Al (OH)3, activan al complemento. Esto podría contribuir a la 
atracción hacia el foco de los monocitos y su posterior activación, facilitando el 
depósito de antígenos a nivel de las células dendríticas foliculares de los nódulos 
linfáticos regionales, las cuales presentan receptores para factores del sistema del 
complemento (Rimaniol y cols., 2007).  
- Interacción directa del adyuvante con los macrófagos y linfocitos T ó B. Se ha 
demostrado que los adyuvantes más comúnmente usados provocan efectos directos 
sobre estos tipos celulares. Por ejemplo, la liberación de IL-1 por parte de cultivos de 
macrófagos in vitro (Bomfort y cols., 1986). 
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Entre los adyuvantes más comúnmente usados en ensayos vacunales contra 
parásitos helmintos cabrían destacar los siguientes: 
- Adyuvante completo de Freund ó FCA. Es una emulsión de agua en aceite 
que contiene micobacterias muertas en la fase oleosa y el antígeno en 
cuestión en la fase acuosa (Freund y cols, 1956). Al ser una emulsión, se 
retiene el antígeno en el punto de vacunación. La presencia de micobacterias 
favorece la activación de los macrófagos (Bomford y cols., 1989).  Se ha 
demostrado (Walker y cols., 1999) que este adyuvante es capaz de inducir 
por sí mismo una respuesta de tipo Th1 y vacunas con FCA usando 
antígenos crudos de F. hepatica han conllevado una reducción en la 
población parasitaria de hasta el 76% (Cervi y cols., 2003). 
- Adyuvante incompleto de Freund ó FIA. Similar al anterior pero no contiene 
micobacterias.  
Tanto el FCA como el FIA se encuentran actualmente en desuso, a excepción de 
ensayos experimentales, debido a la formación de granulomas y los problemas 
sanitarios que conllevan: complicaciones como necrosis focal, ulceraciones cutáneas, 
tractos fistulosos, atrofia muscular e incluso reacciones sistémicas en el caso de 
vacunaciones repetitivas (Edelman y cols., 1980; Bomford y cols., 1989; Broderson y 
cols., 1989). 
- Al (OH)3 ó hidróxido de aluminio. Este adyuvante mantiene el antígeno en el 
punto vacunal, favorece el contacto con los macrófagos, el estímulo local de 
la respuesta linfocitaria y la activación del complemento (Horowitz y cols., 
1982). De forma resumida, el hidróxido de aluminio es capaz de provocar un 
cambio morfológico y funcional en los macrófagos (Rimaniol y cols., 2007), 
que los especializa como células presentadoras de antígenos con alta 
capacidad para inducir la producción de linfocitos T de memoria. Sin 
embargo, se ha demostrado que es deficitario en cuanto a su capacidad para 
inducir una respuesta inmunitaria de tipo celular (Bomford y cols., 1989). 
- Adyuvante RIBI. Se trata de una emulsión oleosa en agua. El componente 
oleoso proviene de un aceite obtenido de hígado de tiburón (Squalene) y la 
mezcla se estabiliza mediante Tween 80. También contiene componentes 
derivados de micobacterias y sus características son similares a las de los 
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adyuvantes de Freund, si bien su toxicidad y capacidad inmunógena es 
menor (Evans y cols., 2003). Existen variaciones en la formulación de este 
adyuvante, según la casa que lo comercialice. 
- Adyuvantes del tipo de saponinas (Por ejemplo, el denominado QuilA, que 
proviene de la corteza del árbol Quillaja saponaria). El mecanismo de 
acción de estos compuestos se desconoce en la actualidad.  
Independientemente del producto usado, se ha demostrado en ocasiones un 
significativo “efecto adyuvante”, lo que significa que se obtiene una cierta protección 
frente a F. hepatica en grupos a los que únicamente se les había administrado el 
adyuvante sin antígeno específico. Así, Haçarız y colaboradores, en 2009, demostraron 
que con la administración de QuilA se obtiene una reducción muy significativa en la 
liberación de huevos respecto al grupo control. Este mismo efecto se constató en la 
ganancia de peso y la producción de anticuerpos específicos. Estos fenómenos se 
podrían explicar por la capacidad del QuilA de provocar por sí mismo una respuesta de 
tipo Th1 (Chavali y cols., 1987; Fernando y cols., 1998; Lefeber y cols., 2003) 
Actualmente algunos investigadores han optado por usar en ensayos vacunales el 
denominado sistema ADAD, el cual se compone de una saponina (QuilA), un 
inmunomodulador (usualmente un extracto del helecho Polypodium leucotomos, el cual 
produce una inhibición de la respuesta Th2 inducida por los parásitos -Dea-Ayuela y 
cols., 1999-.) y como excipiente un aceite no mineral (Montanide) que permite una 
liberación lenta del antígeno (Martínez-Fernández y cols., 2004). 
  
5.2.2.1.- Vacunas de ácidos nucleicos
Recientemente, se está abordando un nuevo enfoque en la búsqueda de 
soluciones vacunales contra la fasciolosis. Se trata del desarrollo de vacunas que 
utilizan ADN codificante (ADNc) de antígenos protectores (Tabla 2). Durante la 
producción de estas vacunas se crean plásmidos que contienen el ADNc del antígeno de 
interés y un promotor, similar al usado por el citomegalovirus (Manoj y cols., 2004). 
Estos productos se inoculan en el animal diana intradermal o intramuscularmente y, 
gracias al promotor usado, se producirán elevadas cantidades de esta molécula 
antigénica en sus células. Estas moléculas antigénicas serán presentadas al sistema 
inmune, dando lugar a una fuerte respuesta inmunitaria (Wolff y cols., 1990; Tang y 
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cols., 1992). Este protocolo ha mostrado su eficacia en ratones contra la malaria 
(Sedegah y cols., 1994; Doolan y cols., 1996; Hedstrom y cols., 1996) y contra 
Leishmania (Xu y Liew, 1995). 
Estas vacunas de ADN se caracterizan porque provocan una buena respuesta 
inmunitaria tanto a nivel humoral como celular, dando lugar de manera específica a una 
respuesta intensa por parte de linfocitos T citotóxicos a diferencia que las vacunas 
basadas en proteínas únicamente (Donnelly y cols., 1997). Este hecho podría explicar 
que determinadas vacunas de ADNc de un antígeno funcionen mucho mejor que 
vacunas con ese mismo antígeno proteico. En la actualidad se ha descrito que estas 
vacunas de ADNc también son capaces de provocar una mayor producción de 
anticuerpos, los cuales muestran una mayor afinidad frente al antígeno diana (Boyle y 
cols., 1997b), y por lo tanto una mayor eficacia al contrarrestar la infección (Mulcahy y 
cols., 1998). También se ha comprobado que la vía de administración puede influenciar 
en el tipo predominante de respuesta inmunitaria, Th1 ó Th2 (Smooker y cols., 2001). 
La secuenciación del genoma de F. hepatica permitirá la identificación de los 
genes del parásito y de sus proteínas expresadas. Para obtener vacunas de ácidos 
nucleicos eficaces se han de aislar los diferentes ADNc que codifiquen proteínas 
secretadas por el parásito (que aparezcan en FhES) o bien que se expresen en su 
superficie o en transmembrana y que demuestren un elevado poder antigénico (Dalton y 
cols., 2003). 
Para incrementar la potencia de las vacunas de ácidos nucleicos se pueden usar 
diferentes estrategias (Manoj y cols., 2004):  
1) Presentar el antígeno directamente a células inmunes o a localizaciones 
celulares particulares utilizando determinados ligandos fusionados al 
antígeno que permiten esta especificidad en la presentación antigénica 
(Leifert y cols., 2004). Por ejemplo, ligandos complementarios al receptor 
CTLA-4, que aparece en células T activadas (Linsley y cols., 1991; Kennedy 
y cols., 2006) y en la superficie de células presentadoras de antígenos como 
las células dendríticas. La estimulación de este receptor potencia vacunas de 
ácidos nucleicos en ratones (Boyle y cols., 1998), cerdo (Tachedjlan y cols., 
2003) y ovejas (Chaplin y cols., 1999; Kennedy y cols., 2006).  
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 Igualmente, se pueden usar los denominados “CpG motifs o CpG ODN” 
(oligodesoxinucleótidos que contienen dinucleótidos CpG no-metilados y 
que son característicos de bacterias), los cuales inducen diferentes efectos en 
las células presentadoras de antígenos (Hemmi y cols., 2000; Kennedy y 
cols., 2006; Conforti y cols., 2008) como, por ejemplo, potenciación de 
células dendríticas, macrófagos, monocitos y células B fuertemente 
orientadas a una respuesta inmunitaria de tipo Th1, con elevada producción 
de IL-12, IL-6 e IFN- (Klinman y cols., 1997; Krieg y cols., 2002).Al 
incorporar estos oligonucleótidos en el plásmido de ADN se potencia la 
respuesta inmunitaria celular en ratón (Kojimay cols., 2002; Schneeberger y 
cols., 2004), ternero (Pontarollo y cols.,  2002), mono (Cafaro y cols.,  2001) 
y oveja (Kennedy y cols., 2006). La eficacia de la vacuna depende en última 
instancia del antígeno elegido. De hecho,  los “CpG motifs” en vacunas de 
ADN inducen una respuesta inmunitaria en ovino particularmente 
interesante, pues polarizan la respuesta inmunitaria hacia un tipo Th1 (Krieg 
y cols., 2002); si bien en rata (Cervi y cols., 2003) se puso de manifiesto que 
dicha respuesta no se correlacionaba con una disminución en el número de 
parásitos. Esta respuesta se acrecenta al sumar CpG + CTLA-4 (Kennedy y 
cols., 2006).

Por último destacar que diferentes experimentos han comprobado que el uso de 
plantas (lechuga y/o alfalfa) transgénicas expresando antígenos de F. hepatica como las 
cisteínas es capaz de inducir una respuesta de anticuerpos específica en ratones 
(Legocki y cols., 2005). 
5.2.3.- Vacunas a partir de parásitos completos (vacunas 
irradiadas atenuadas) 
Los primeros intentos de obtener una vacuna eficaz contra F. hepatica se 
centraron en el uso de parásitos vivos atenuados mediante radiaciones. Se han 
desarrollado diferentes vacunas basadas en este protocolo. Por ejemplo, la inmunización 
con cercarias de Schistosoma spp. ó larvas L3 de Ancylostoma spp. sometidas a 
radiación X, gamma o ultravioleta indujo una disminución en la población parasitaria de 
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hasta el 90% (Millar y cols., 1965; Brickle y cols., 1979). También existe una vacuna 
irradiada altamente eficaz frente a Dictyocaulus viviparus (Bain y cols., 1999, Dalton y 
cols., 2001).  
En el caso de F. hepatica, la protección con vacunas irradiadas-atenuadas ha 
tenido éxito en bovinos, aunque ha variado según el protocolo vacunal empleado, 
obteniéndose niveles de protección que oscilaron entre el 30 y el 85,5% de reducción en 
la carga parasitaria (Dargie y cols., 1974; Nansen y cols., 1975; Acosta y cols., 1989). 
Sin embargo, en ratas, ratones, conejos y ovinos generalmente no han funcionado 
(Dawes y cols., 1964; Boray y cols., 1967; Dargie y cols., 1974; Harness y cols., 1976, 
1977; Campbell y cols., 1978; Hughes y cols., 1981).  
En el ganado ovino se han ensayado vacunas contra F. gigantica y Schistosoma 
mattheei usando metacercarias irradiadas que han inducido un 80% y 56-78%, 
respectivamente, de reducción en la carga parasitaria (A’Gadir y cols., 1987; Taylor y 
cols., 1987); pero intentos similares contra F. hepatica no han tenido éxito (Boray y 
cols., 1967; Dargie y cols., 1974; Campbell y cols., 1978; Creaney y cols., 1995), no 
adquiriéndose resistencia ante una reinfección después de una infección con 
metacercarias ya sean irradiadas o no irradiadas (Boray y cols., 1969; Boyce y cols., 
1987, Chauvin y cols., 1995). 
Aunque las larvas vivas no atenuadas inducen protección, es mucho mayor y 
más duradera aquella que se obtiene con larvas irradiadas (Dalton y cols., 2003). Se 
requiere que la larva mantenga su viabilidad y, por lo tanto, se produzca una respuesta 
inmunitaria frente a productos de secreción larvaria (FhES, en el caso de F. hepatica), 
(Dalton y cols., 2003). En este producto de excreción-secreción ó FhES se pueden 
encontrar un gran número de enzimas que pueden ser interesantes objetivos vacunales 
(Por ejemplo, metaloproteasas- Zhan y cols., 2002-, hialuronidasas- Hotez y cols., 1992-
, acetilcolinesterasas- McKeand y cols., 1995- o proteasas- Dalton y cols., 1996a, 
Brindley y cols., 1997- ).  
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5.2.4.-  Vacunas con antígenos específicos 
5.2.4.1.- Glutatión-S-transferasa
Las enzimas Glutatión-S-transferasas ó GSTs conforman una familia de 
isoenzimas que intervienen en el proceso de detoxificación celular y que se encuentran 
en gran número de organismos (Ketterer y cols., 1988). Estas enzimas participan en la 
detoxificación celular de diferentes sustratos iónicos por unión del sustrato al tripéptido 
glutatión (GSH, -Glu-Cys-Gly). Se unen a una amplia variedad de sustratos tóxicos 
electrofílicos (Morrison y cols., 1996) y tras su conjugación con el glutatión, el tóxico 
aumenta su solubilidad, disminuye su toxicidad y se facilita la excreción por parte del 
hospedador. 
En el caso de los parásitos trematodos, las enzimas detoxificadoras de fase I de 
mamíferos (presentes en el citocromo P450 y citocromo b5) no se han identificado, pero 
sí la GST (Spithill y cols, 1999) que es considerada la principal enzima detoxificadora 
frente a una amplia variedad de tóxicos (Brophy y cols., 1994). Sus sustratos incluyen 
grupos carbonilos e hiperóxidos derivados de la peroxidación lipídica propia del 
parásito (Brophy y cols., 1990; O´Leary y cols., 1991; Brophy y cols., 1992b). En el 
caso de los endoparásitos, también juega un importante papel protector frente a los 
radicales libres que produce la respuesta inmunitaria del hospedador (Brophy y cols., 
1994; Chemale y cols., 2006). 
A parte de su función detoxificadora, la GST también puede ligar pasivamente 
tóxicos actuando como una “esponja bioquímica “(Brophy y cols., 1990), disminuyendo 
su concentración efectiva como, por ejemplo, en el caso de determinados 
antihelmínticos.  
El interés en la GST de los helmintos radica en el principio de que constituye el 
mayor complejo de detoxificación enzimática del parásito y, por lo tanto, es un objetivo 
esencial en la lucha mediante fármacos y vacunas. (Smith y cols., 1986; Balloul y 
cols.,1987; Sexton y cols., 1990, 1994; McTigue y cols., 1995; Morrison y cols., 1996; 
Chemale y cols., 2006). 
La GST representa hasta el 4% del total de proteína soluble en F. hepatica
(Hillyer y cols., 1992), localizándose en intestino, glucocáliz, células parenquimatosas, 
tegumento y células musculares ((Wijffels y cols., 1992; Creaney y cols., 1995).  
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Dentro de la estructura de la GST de F. hepatica se diferencian dos epítopos, el 
A y el B, que conllevan la mayor parte del título de anticuerpos producidos en la oveja. 
Ambos aparecen en una cara no expuesta, ya que participa en la formación del dímero; 
de ahí los fallos vacunales, ya que aunque el animal produce anticuerpos no se interfiere 
con la actividad de la GST (Spithill y cols., 1999) y, por lo tanto, no existe correlación 
entre los niveles de protección y la inhibición in vitro de la actividad de la GST 
(Morrison y cols., 1996). 
El papel de la GST como antígeno protector en vacunas contra digeneos está 
bien documentado (Smith y cols., 1986; Balloul y cols., 1987). La GST de F. hepatica
(FhGST) se eligió como candidato vacunal en base a que la proteína homóloga de 
Schistosoma mansoni (Sm28) producía reducción en la carga parasitaria en animales de 
laboratorio (Smith y cols., 1986; Balloul y cols., 1987; Mitchell y cols., 1988). 
La acción de la respuesta inmunitaria frente a GST tendría dos posibles 
mecanismos de acción (Spithill y cols., 1999): 
- Los anticuerpos actúan directamente sobre el sitio ligando de la GST 
y neutralizan su acción, provocando daños tisulares en el parásito por 
la acción de los radicales libres de oxígeno, productos derivados del 
óxido nítrico, etc. de la respuesta inmunitaria del hospedador. 
- La GST actúa como un antígeno abundante y se induce una fuerte 
respuesta inmunitaria que es la que elimina al parásito, opción esta 
que parece ser la más acertada. Así, en una infección in vivo, los 
parásitos que son detenidos en su migración hacia conductos biliares 
presentarían la GST al sistema inmune y aparecería una fuerte 
respuesta contra este antígeno. 
La vacunación con GST en rumiantes da protección parcial frente a la Fasciola
con resultados que varían entre el 0 y 65 % de reducción parasitaria en ovejas y terneros 
(Morrison y cols., 1996; Spithill y cols., 1999b) con diferentes adyuvantes como QuilA 
o RIBI. La eficacia de estas vacunas varía según la especie hospedadora, el adyuvante  y 
el protocolo utilizado (Tabla 2). 
Así, por ejemplo, la vacunación con GST en adyuvante de Freund completo 
(FCA) no indujo protección frente a F. hepatica en ratas (Howell y cols., 1988), pero 
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produjo hasta el 57% de protección –reducción en la carga parasitaria-  en ovejas 
usando adyuvante de Freund completo y adyuvante de Freund incompleto (FCA y FIA), 
lo cual supuso la primera demostración de protección frente a F. hepatica en la especie 
ovina con un antígeno definido (Sexton y cols., 1990).  
En la especie bovina se obtuvo hasta un 49-69% de reducción de la carga 
parasitaria al usar la GST en Quil A/Squalene (Morrison y cols., 1996), dicha 
protección depende del adyuvante usado y no está relacionada con los títulos de 
anticuerpos frente a la GST o la inducción de anticuerpos neutralizantes frente a esta 
enzima. 
La GST se utiliza ampliamente como molécula acompañante en fusión con otros 
antígenos, mejorando los resultados de los ensayos (Smith y cols., 1986; Lightowlers y 
cols., 2001). 
Respecto a las experiencias realizadas con vacunas de ADN y GST, Smooker y 
cols., en 1999, ensayaron vacunas de ADNc de GST de F. hepatica (rGST47Fh) 
obteniendo una elevada producción de anticuerpos bloqueantes que variaron entre IgG1 
e IgG2a según la vía de administración. 
En la especie caprina un ensayo con GST purificada de F. hepatica en adyuvante 
FCA y FIA no indujo reducción significativa de la carga parasitaria ni de las lesiones 
hepáticas, pero sí provocó una reducción significativa del tamaño de los parásitos 
(Buffoni, 2007; Zafra, 2007).   
5.2.4.2- Proteínas transportadoras de ácidos grasos 
Las proteínas transportadoras de ácidos grasos (FABPs - Fatty Acid Binding 
Proteins) son un conjunto de proteínas encargadas de transportar diferentes ligandos 
hidrofóbicos, como los ácidos oleico, palmítico y diferentes ácidos biliares. Los 
parásitos helmintos son incapaces de sintetizar de novo ácidos grasos y esteroles, 
utilizando los ácidos grasos y esteroles del hospedador para su metabolismo lipídico, y 
siendo las FABPs las encargadas de transportar dichas moléculas desde los tejidos del 
hospedador al parásito (Meyer y cols., 1970; Ockner y cols., 1990). De ahí el interés en 
usar estas moléculas como candidatos vacunales, pues se podría conseguir interferir en 
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dicho transporte de ácidos grasos de cadena larga, función vital para el parásito 
(Morrison y cols., 1994).  
Una de las características más interesantes relacionada con estas FABPs es su 
capacidad para conferir protección cruzada frente a diferentes trematodos en ensayos 
vacunales. Debido a esto, la mayoría de las experiencias se han realizado a partir de 
FABPs del género Schistosoma spp., ya que éstas proteínas producen protección 
cruzada contra  F. hepatica. 
En la actualidad, se han caracterizado FABPs nativas de S. mansoni (Sm14),     
F. hepatica (Fh15) y E. granulosus (EgDf1). También se han sintetizado numerosos 
péptidos recombinantes basados en la estructura de estas proteínas. Sin embargo, se 
observan diferencias en la protección al utilizar moléculas nativas de FABPs o 
moléculas recombinantes (Nambi y cols., 2005). 
Los primeros ensayos vacunales usando FABPs se centraron en el uso en 
terneros de la denominada FABPIII (M). Esta fracción proteica de F. hepatica  se aisló 
al enfrentarse a suero de conejo inmunizado contra S. mansoni (Hillyer y cols., 1977). 
Por lo tanto, dicha fracción únicamente contenía proteínas con epítopos comunes para 
ambas especies. Una fracción de dicho antígeno, de 12 KDa y denominada por tanto 
Fh12 demostró capacidad para proteger a terneros y ratones frente a F. hepatica y S. 
mansoni (Hillyer y cols., 1985, 1987, 1979, 1988a, 1988b), así como un efecto anti-
fecundidad en ovino (Ramajo y cols., 2001). Usando el sistema adyuvante ADAD se 
obtuvieron reducciones en la carga parasitaria del 24,5% y en la eliminación de huevos 
del 40% (Martínez-Fernández y cols., 2004). 
También se ha descrito que la Fh12 (fracción de esta FhSmIII (M)) puede 
proteger al ratón frente a ambos parásitos (Hillyer y cols., 1988b). El homólogo a esta 
Fh12 en  S. mansoni es el péptido denominado Sm14 (Moser y cols., 1991). 
Ensayos vacunales usando antígeno Sm14 de S. mansoni han conseguido niveles 
de protección del 100% frente a la fasciolosis en ratones, y 100% en ratones y conejos 
frente a Schistosoma, según Almeida y cols., 2003 y Christensen y cols., 1987.  
Tendler y cols., en 1996, evaluó la acción de un péptido recombinante (rSm14) 
producido en E. coli y obtuvo una protección del 89% en conejos y del 37-66% en 
ratones usando adyuvante completo de Freund (FCA) en la formulación. En otros 
ensayos se obtuvieron reducciones de carga parasitaria de entre 51,4%-67,9% en ratones 
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y de 56,7-72,1% en conejos (Tendler y cols., 1995, 1996). Histológicamente se preservó 
la estructura lobular hepática, observándose un moderado infiltrado linfoide en algunos 
espacios porta y no se describió proliferación de conductos biliares (Almeida y cols, 
2003).  
Sin embargo, en otras especies más susceptibles, como el ganado ovino, aún 
persiste cierta controversia acerca de los resultados usando moléculas recombinantes 
basadas en FABPs. Así, mientras Ramajo y cols., 2001 no obtuvieron efecto protector 
con FABPs en ovejas, pero sí reducción del tamaño del parásito y del recuento de 
huevos (efectos en la fecundidad); Almeida y cols., en el 2003, obtuvieron un porcentaje 
de reducción de carga parasitaria cercano al 100% en ovino utilizando rSm14. 
En la especie caprina Zafra y colaboradores, en 2008, demostraron, usando una 
construcción basada en el péptido Sm14, una reducción en la carga parasitaria del 46%. 
Sin embargo, dicha reducción no fue significativa debido a la elevada variabilidad 
individual. En la actualidad también se están desarrollando ensayos vacunales usando 
formas recombinantes de una de las FABPs de F. hepatica (rFh15). Inmunizando con 
construcciones a base de GST y secuencias específicas antigénicas de rFh15 se han 
obtenido reducciones de carga parasitaria de hasta un 59% en conejos (Muro y cols., 
2007). A su vez, usando el sistema adyuvante-inmunomodulador ADAD, se han 
obtenido reducciones de hasta el 43% de carga parasitaria en ovino, con menores 
lesiones hepáticas (López-Abán y cols., 2007; López-Abán y cols., 2008) –ver Tabla 2-.  
5.2.4.3.- Catepsinas
Las catepsinas son un conjunto de proteasas del tipo de las cisteína-proteasas 
secretadas por todos los parásitos helmintos que son cruciales en la interacción entre el 
parásito y su hospedador. El mayor componente del producto de excreción-secreción de 
F. hepatica (FhES) corresponde a estas catepsinas (hasta el 80% según Dowd y 
colaboradores, en 1994). De hecho se estima que la producción de catepsina L por parte 
de un adulto de F. hepatica puede llegar hasta 1 µg/h (Collins y cols., 2004). Otro dato 
que confirma la importancia de estas enzimas en el ciclo vital del parásito es que cerca 
del 15% de su transcriptoma codifica cisteína-proteasas (Dalton y cols., 2006). 
Dentro de las catepsinas de F. hepatica se pueden distinguir diversas familias y 
subtipos muy relacionadas pero al tiempo con características únicas. El parásito, durante 
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su evolución, modula la expresión de los diferentes subtipos de catepsinas según sus 
necesidades. Así, por ejemplo, durante la migración intestinal y peritoneal, en las larvas 
recién desenquistadas, predomina la expresión de catepsina B (Beckam y cols., 2006) y 
L3 mientras que al alcanzar el hígado el parásito aumenta la producción de catepsina L1 
y L2 y disminuya la de las anteriores. En los parásitos adultos es el grupo de la 
catepsina L el que predomina en el FhES (Smith y cols., 1993). Estas catepsinas fueron 
las primeras en ser descritas en helmintos, siendo más comunes en trematodos que en 
los nematodos, en los cuales la catepsina B tiende a expresarse en mayores cantidades. 
Como ya se ha comentado, en las formas larvarias inmaduras de F. hepatica predomina 
la secreción de catepsina B (Wilson y cols., 1998; Beckam y cols., 2006). Sin embargo, 
esta división no es dogmática y actualmente se ha demostrado la trascripción de 
catepsina B en estadios adultos (Meemon y cols., 2004). Genéticamente se han aislado 
un total de 50 catepsinas L y hasta 10 tipos de catepsinas B en F. hepatica. 
Dentro de las catepsinas L destacan la catepsina L1 (27 KDa, siendo la principal 
catepsina -hasta el 68%- secretada por el parásito adulto) y la L2 (29,5 KDa), aisladas 
ambas de las secreción-excreción del parásito adulto (Dalton y cols., 2003). Igualmente 
se han estudiado las catepsinas L3, L4 (específicas de formas juveniles según Cancela y 
cols., en 2008) y la L5. En cuanto a las catepsinas B predominantes en larvas 
inmaduras, se han descrito hasta el momento tres variantes: B1, B2 y B3 (Cancela y 
cols., 2008). 
Según diversos estudios la función de estas proteasas estaría relacionada con la 
migración y nutrición del parásito. Así, si se irradia con rayos gamma formas inmaduras 
migrantes de F. hepatica se altera la expresión de la catepsina B, observándose un 
detrimento en la invasión parasitaria, que conlleva una recolección de parásitos maduros 
reducida en ovino (Creaney y cols., 1995b). Esta catepsina B se aísla del FhES de larvas 
juveniles recientemente desenquistadas y se expresa en estadios iniciales de la 
infección, lo cual sugiere que podría jugar un importante papel en el desenquistamiento 
larvario y en la migración a través de tejidos del hospedador (Creaney y cols., 1996).  
Las principales productoras de catepsinas L en el parásito son las células 
epiteliales intestinales (Dalton y cols., 2003; Dixit y cols., 2008). Debido a que el 
intestino del parásito acaba en un saco ciego, el contenido del mismo se ha de evacuar 
con frecuencia (cada 3 horas aproximadamente), por ello, las catepsinas alcanzan el 
exterior del parásito, donde llevan a cabo diferentes funciones. Las catepsinas L de      
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F. hepatica son activas en un rango de pH entre 3 y 8 (Cordova y cols., 2001) y la 
catepsina L1 -FhCL1- mantiene el 100% de su actividad cuando se incuba 24 h a 37ºC 
(Dowd y cols., 2000). Dicha estabilidad podría confirmar la hipótesis de que el parásito 
usa esta proteasa durante su migración a través de los tejidos.  
Las principales funciones de las catepsinas L serían las siguientes (Spithill y 
cols., 1999; Dalton y cols., 2003): 
- Facilitan la penetración y migración por los tejidos del hospedador, al digerir 
el colágeno (tipo I, III y IV) y las proteínas de la matriz extracelular como la 
fibronectina y la laminina (Berasain y cols., 1997; Piacenza y cols., 1999). 
Este hecho ha sido comprobado usando ARN de interferencia (RNAi) contra 
la expresión de catepsinas L y B por parte de las formas juveniles del 
parásito, lo cual produjo una disminución en el número de parásitos capaces 
de atravesar la mucosa digestiva en ratas (McGonigle y cols., 2008). 
- Participan en la digestión de tejidos del hospedador, permitiendo transformar 
proteínas complejas en aminoácidos necesarios para el anabolismo del 
parásito, lo cual es esencial, por ejemplo, en la producción de huevos (Tort y 
cols., 1999). De hecho, se ha comprobado que la única proteasa secretada por 
parásitos adultos, una vez localizados en ductos biliares, es la catepsina L, 
dependiendo totalmente de la misma para su alimentación en dicha 
localización (Robinson y cols., 2008). 
- Participan en el sistema de evasión inmune del parásito:  
o Se ha demostrado que la catepsina L1 es capaz de desdoblar la 
fracción Fc de las inmunoglobulinas del hospedador (Chapman y 
cols., 1982; Smith y cols., 1993), previniendo el ataque anticuerpo-
mediado de los eosinófilos al impedir la unión de los mismos al 
parásito (Carmona y cols., 1993).  El mismo hecho se ha demostrado 
igualmente con la catepsina L2 (Berasain y cols., 2000). 
o La catepsina L2 provoca coágulos sanguíneos debido a su acción 
sobre el fibrinógeno, dando lugar a émbolos de fibrina que evitan el 
acceso de las células defensivas a la superficie del trematodo (Dowd 
y cols., 1995; Carmona y cols., 1993; Smith y cols., 1993b, 1994).  
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o Las catepsinas L son capaces de modular la expresión en superficie 
de CD4 por parte de los linfocitos T (Prowse y cols., 2002), lo cual 
conlleva que dichos linfocitos sean incapaces de proliferar.  
o Las catepsinas L pueden intervenir igualmente en la supresión y/o 
modulación de la respuesta inmunitaria tipo Th1 (O’ Neill y cols., 
2000; O´Neill y cols., 2001; Prowse y cols., 2002), induciendo una 
respuesta inmunitaria no protectora tipo Th2 (con producción de IL-
4, IL-5 e IL-2 y bajos niveles de IFN-), que favorece la 
supervivencia del parásito. De hecho, se ha demostrado que las 
cisteína-proteasas de helmintos parásitos son capaces de provocar la 
liberación de IL-4 desde células cebadas y basófilos en ausencia de 
un estímulo por parte de la IgE (Machado y cols., 1996). 
Por lo tanto, cabría concluir que las catepsinas de F. hepatica participan en el 
desenquistamiento de las formas larvarias del parásito; actúan durante la invasión del 
parénquima hepático; facilitan la migración a través de los tejidos del hospedador; son 
esenciales en su alimentación; promueven el crecimiento y maduración de la Fasciola al 
permitir su actividad anabólica; participan activamente en los procesos de evasión 
inmune y evitan la producción de una respuesta inmunitaria eficaz frente a nuevas 
infecciones. 
En parasitaciones por F. hepatica en ganado caprino y ovino, los anticuerpos 
que se desarrollan frente al parásito son IgG1 y pocas o ninguna IgG2 (respuesta 
altamente polarizada tipo Th2, lo cual puede explicar la alta susceptibilidad de estas 
especies- Mulcahy y cols., 1998b, 1999- ). Los anticuerpos específicos IgG1 anti-
catepsina no aparecen en suero hasta 4-5 spi (por lo que se podría concluir que las 
catepsinas no son altamente inmunógenas en estadios iniciales de la parasitación, 
considerándoselas como “antígenos ocultos” en dichas fases, y pudiendo este hecho 
corresponderse con una estrategia de evasión inmune – Dalton y cols., 2003- ). De ahí el 
interés en vacunar con esta molécula y así provocar un fuerte título de anticuerpos que 
impida la invasión parasitaria. De hecho se comprueba una correlación significativa 
entre los niveles de anticuerpos específicos anti-catepsina L y la protección obtenida 
(Mulcahy y cols., 1998). 
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La respuesta de anticuerpos a vacunas basadas en la catepsina L incluye altos 
títulos tanto de IgG1 como IgG2 (respuesta mixta tipo Th1/ Th2 –Mulcahy y cols., 
1998a, 1999- ). Sin embargo, la inducción de esta respuesta Th1/Th2 depende del 
adyuvante usado en la vacuna (Adyuvante de Freund completo o incompleto). Una 
posible hipótesis que explicaría por qué la vacunación con catepsinas provoca una 
respuesta inmunitaria diferente sería que, al bloquearse las funciones de la catepsina L, 
se evitara la supresión de la respuesta Th1 y la inducción de una respuesta Th2 
(Mulcahy y cols., 1999).
Las catepsinas han sido unos de los antígenos más usados en ensayos vacunales 
experimentales contra F. hepatica.  En determinados ensayos vacunales con catepsinas 
se ha obtenido una mayor proporción de parásitos que no han llegado a la madurez. Sin 
embargo, una de las características más interesantes de este antígeno es que en 
numerosos ensayos el efecto vacunal ha sido un marcado descenso en la capacidad 
reproductora del parásito (50-98%) o bien en la fecundidad de los huevos de éste 
(Wijffels y cols., 1994; Dalton y cols., 1996; Mulcahy y cols., 1998) –ver Tabla 2-. 
Wijffels y cols., (1994) demostraron los efectos antifecundidad y/o 
antiembrionarios de vacunas en ovino con hasta un 69,7 % menos de huevos en 
recuentos fecales usando cisteín-proteasas en FCA, si bien no se redujo la población de 
parásitos adultos. Otro ejemplo sería el experimento de Dalton y cols., (1996), usando 
FhCL2 junto con hemoglobina de F. hepatica –FhHb- , en el cual se observó que el 
98% de los huevos eliminados por los parásitos no eran capaces de embrionar o formar 
un miracidio.  
Igualmente, los miracidios desarrollados a partir de huevos de estos animales 
vacunados presentan una menor patogeneicidad para el hospedador intermediario 
(Dabrowska y cols,. 2006). 
El hecho de que los parásitos recuperados de animales vacunados con catepsinas 
no presentan alteraciones morfológicas propias de una merma en su capacidad de 
alimentación y desarrollo demostraría que el efecto de la vacuna reside en una acción 
directa sobre los órganos reproductivos (Wijffels y cols., 1994; Dowd y cols., 1997), 




Las proteínas de la pared del huevo y la enzima que cataliza el proceso de 
endurecimiento de la misma se sintetizan como pro-precursores que han de sufrir 
proteolisis durante su síntesis, para lo cual se requieren catepsinas (Smyth y cols., 
1983). Igualmente, la catepsina L podría jugar un papel en la síntesis de la Vitelina B y 
de ahí su efecto antifecundidad. Además, se ha localizado catepsina L en las glándulas 
de Mehli (conjunto de células que participan en la formación de la pared del huevo) del 
parásito adulto (Wijffels y cols., 1994b), lo cual también podría explicar el efecto 
vacunal observado.  
Este efecto negativo de la vacunación con catepsinas L sobre la capacidad 
reproductora del parásito hace que dicho antígeno sea interesante para disminuir la 
transmisión en los pastos, disminuyendo el número de huevos eliminados al medio y el 
número de metacercarias viables en el pasto (Mulcahy y cols., 1998). 
En cuanto a los efectos de la vacunación con catepsinas sobre la carga 
parasitaria, varían según la especie de hospedador, el isotipo enzimático, el adyuvante 
vinculado y el uso de otras moléculas para potenciar el efecto de la vacuna. Así, por 
ejemplo, si en la formulación de la vacuna se unen ambas catepsinas L1 y L2, el efecto 
protector de la misma alcanza el 60% (Mulcahy y cols., 1999) –ver Tabla 2-.  
En la rata, ensayos con FhCL1 recombinante han conseguido una reducción en 
la carga parasitaria de hasta el 80% (Kesik y cols., 2007), induciendo un aumento en el 
número de eosinófilos y linfocitos T CD4+ y CD8+ a nivel peritoneal. Además, ensayos 
vacunales con rata usando CL1 y CL2 indujeron producción principalmente de IgG2a 
(respuesta tipo Th1), al contrario que en animales sin vacunar (Bentancor y cols., 2002). 
En la oveja, Piacenza y colaboradores, en 1999, obtuvieron con ambas 
catepsinas (L1 y L2) junto a Leucina Aminopeptidasa hasta un 79% de protección. Los 
niveles de protección con cada catepsina independientemente alcanzaron el 33-34% y su 
uso conjunto indujo una protección del 60%. Además, se constataron bajos niveles 
séricos de GT, lo cual indica que se desarrolló una defensa frente a formas inmaduras 
migrantes del parásito, evitando la llegada de formas maduras a canalículos biliares. 
Igualmente se consiguió una reducción en el número de huevos de hasta un 71% con 
FhCL1 y un 81% con FhCL2 (Tabla 2). 
En ganado vacuno, los niveles de protección con FhCL1 variaron entre el 38,5- 
69% de reducción en la población parasitaria (Dalton y cols., 1996). La vacuna aumentó 
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su eficacia al combinarse con FhHb (Hemoglobina de F. hepática). Así, el conjugado de 
FhHb con FhCL2 consiguió reducciones en la población de parásitos de hasta 72,4 % 
(en adyuvante de Freund mezclando su forma completa con la incompleta) según 
McGonigle y cols., (1995).  
Ensayos vacunales posteriores demostraron un aumento de la protección, así el 
uso de vacunas formuladas con catepsinas de formas juveniles y adultas del parásito 
(catepsina L5 y B) indujeron hasta el 83% de reducción en la carga parasitaria en ratas 
(Jayaraj y cols., 2008). Igualmente, Harmsen y cols., (2004), demostraron una reducción 
de hasta el 76% en la población parasitaria al vacunar ratas con catepsina L3, 
procedente de formas juveniles de F. hepatica.  
Dada la elevada eficacia obtenida al usar las catepsinas como inmunógenos, este 
antígeno ha sido uno de los más usados en las nuevas vacunas basadas en ADN. Así, 
por ejemplo, se han realizado experiencias con ADNc de cisteína-proteasas de F. 
hepatica en ratas (Kofta y cols, 2000; Wedrychowicz y cols., 2003), obteniéndose 
importantes reducciones de carga parasitaria (entre el 74-100%). Sin embargo, se ha de 
tener en cuenta que el animal usado en dicho experimento fue la rata, la cual ya muestra 
de forma natural cierta resistencia (Kofta y cols., 2000). Usando una modificación de la 
técnica anterior en la cual el antígeno se formuló en cuerpos de inclusión y la vacuna se 
inoculó intranasalmente se obtuvieron reducciones de carga parasitaria de hasta un 54% 
en vacuno y 56% en ovino (Wedrychowicz y cols., 2007). 
Vacunas de ADN codificando FABPs han obtenido en ratones una fuerte 
respuesta mixta Th1/Th2, mientras que al usar catepsina L5 la respuesta fue 
eminentemente Th2 (Smooker y cols., 2001). 
En el caso del ganado ovino, el uso de vacunas de ADN expresando catepsinas B 
expresadas en el vector CTLA-4 aumentó la velocidad y magnitud de producción de 
anticuerpos (Kennedy y cols., 2006).  
Igualmente se ha postulado que las proteasas del parásito pueden ser objetivos 
atractivos para desarrollar nuevos agentes en quimioterapia, usando inhibidores de las 
proteasas como ya se viene haciendo frente a Leishmania spp. y Tripanosoma cruzi
(McKerrow y cols., 1999). Entre dichos inhibidores se encuentran los 
epoxisuccinilpéptidos como, por ejemplo, el E-64, que es un inhibidor natural aislado 
del Aspergillus japonicus (Hanada y cols., 1978). Dichos inhibidores están dando 
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buenos resultados tanto en estudios in vitro como in vivo (Acosta y cols., 1998; 
Hawthorne y cols., 2000; Alcalá-Canto y cols., 2005).  
5.2.4.4.- Tiorredoxina peroxidasa
Las especies reactivas de oxígeno que se producen en todos los organismos son 
capaces de reaccionar a nivel biomolecular provocando daños tanto en las proteínas, 
lípidos como en el ADN. Los parásitos son capaces de detoxificar estos productos 
provenientes del metabolismo del hospedador o de las células efectoras inmunes usando 
diferentes sistemas de protección basados principalmente en la producción de enzimas 
antioxidantes. Así pues, los niveles de enzimas tales como las catalasas, superóxido 
dismutasas y peroxidasas se han correlacionado directamente con la capacidad de 
supervivencia de diferentes parásitos helmintos (Callahan y cols., 1988).  
Estudios previos han demostrado que F. hepatica presenta bajos niveles de 
glutatión peroxidasa y no expresa catalasas (Barret y cols., 1980; Jefferies y cols., 
2001). Sin embargo, la capacidad del FhES de inhibir la producción de especies 
reactivas de oxígeno por parte de leucocitos in vitro sugiere que existen sistemas 
enzimáticos antioxidantes adicionales responsables de eliminar los radicales de oxígeno 
(Baeza y cols., 1993).  
Igualmente estas enzimas antioxidantes serían importantes para evitar la 
inactivación de otras enzimas vitales para el parásito (por ejemplo, las catepsinas) por la 
acción de los compuestos reactivos oxigenados.  
Se ha demostrado que un componente mayoritario del FhES es una enzima 
antioxidante denominada tiorredoxina peroxidasa (TPx), que es capaz de proteger 
diferentes enzimas de la acción de los compuestos reactivos oxigenados (McGonigle y 
cols., 1997; Salazar-Calderón y cols., 2000; Salazar-Calderón y cols., 2001; Line y 
cols., 2008). Resumidamente, el parásito elimina las especies reactivas de oxígeno 
mediante un sistema enzimático compuesto por las enzimas tiorredoxina peroxidasa, 
tiorredoxina reductasa y la molécula tiorredoxina, la cual actúa como donante de 
electrones (McGonigle y cols., 1997). En el caso de F. hepatica este sistema actúa de 
manera independiente al sistema glutatión (Sekiya y cols., 2006). 
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Aparte de una clara función en la eliminación de compuestos reactivos 
oxigenados, la tiorredoxina también cumple funciones esenciales en varias vías de 
respuesta intracelular y extracelular dependientes del peróxido de hidrógeno (Wood y 
cols., 2003; DeYulia y cols., 2005). 
La tiorredoxina se ha detectado en el tegumento de formas maduras y juveniles 
de F. hepatica (Shoda y cols., 1999; Line y cols., 2008) así como en el producto de 
secreción ó FhES (Jefferies y cols., 2001; Donnelly y cols., 2005). 
Además, se ha comprobado que la TPx es capaz de modular la acción de los 
macrófagos peritoneales, provocando una activación alternativa de los mismos (con 
disminución de la acción vía iNOS e incremento de la actividad arginasa, según Gordon 
y cols., 2002), lo cual favorece una polarización de la respuesta inmunitaria hacia un 
tipo Th2 con elevados niveles de IL-4 e IL-13, así como una elevación en la producción 
de TGF- (Donnelly y cols., 2005; Flynn y cols., 2007). En ratón, al bloquearse la 
acción de la tiorredoxina en la secreción del parásito se consigue evitar tanto la 
activación alternativa de los macrófagos como la polarización de la respuesta hacia un 
tipo Th2 (Donnelly y cols., 2008). 
A pesar del prometedor papel inmunoprofiláctico que pudiera tener la 
tiorredoxina, se ha demostrado que su capacidad como antígeno sobre líneas celulares 
de linfocitos T de ganado vacuno es escasa (Shoda y cols., 1999). Sin embargo, 
actualmente aún no se ha llevado a cabo ningún ensayo vacunal en rumiantes usando 
este antígeno de F. hepatica. 
5.2.4.5.- Leucina aminopeptidasa
La leucina aminopeptidasa (LAP) es una exoproteinasa aislada de productos de 
excreción-secreción de F. hepatica. Esta enzima se encuentra sobre todo en el tracto 
intestinal del parásito y participa en la degradación de péptidos sencillos tras la acción 
de las catepsinas (Piacenza y cols., 1999). La vacunación con LAP podría desarrollar 
una respuesta inmunitaria humoral capaz de bloquear dicha función en el epitelio 
intestinal del parásito. 
Se ha demostrado que por sí sola puede producir una fuerte protección en 
ovinos, con niveles de reducción de la carga parasitaria de hasta el 89% (Piacenza y 
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cols., 1999), apareciendo igualmente unos niveles menores de GT que en los animales 
control infectados, siendo esta la máxima protección que se ha alcanzado en ensayos 
vacunales en rumiantes con un antígeno nativo de Fasciola. Igualmente la LAP 
conjuntamente con FhCL1 ó FhCL2 aumentó los niveles de protección de ambas 
catepsinas –ver Tabla 2-. 
Al usar una forma recombinante de esta proteína (rFhLAP) se confirmó su 
potencial protector usando en este caso como especie hospedadora el conejo (Acosta y 
cols., 2008).  
La LAP induce una fuerte respuesta humoral específica en la especie humana. 
Por ello se ha constatado la utilidad de técnicas de ELISA indirecta sobre el suero de 
pacientes sospechosos para diagnosticar fasciolosis gracias a estos anticuerpos 
específicos (Marcilla y cols., 2008). 
5.2.4.6.- Hemoglobina
La hemoglobina de F. hepatica (FhHb) es una proteína de alto peso molecular 
(McGonigle y cols., 1995), que tiene un espectro de absorción similar a la hemoglobina 
de los mamíferos, si bien el análisis de la secuencia N-terminal no ha revelado ninguna 
similitud con las secuencias conocidas de la hemoglobina en mamíferos.  
Esta proteína provee oxígeno para el metabolismo oxidativo del parásito en los 
conductos biliares (zonas con poco oxígeno, donde el metabolismo del helminto es 
principalmente anaerobio, según Tielens y cols., 1984). Parece ser que el efecto de las 
vacunas con FhHb podría residir en evitar la producción de huevos, la cual requiere un 
metabolismo oxidativo (Bjorkman y cols., 1963). Esta molécula se ha aislado del FhES 
y se ha utilizado en ensayos vacunales, principalmente, de manera conjunta con las 
catepsinas (Dalton y cols., 1996) –ver Tabla 2-. 
Así, de manera aislada, la hemoglobina en FCA reduce hasta un 43,8% la 
población parasitaria (Dalton y cols., 1996), mientras que junto con la catepsina L2 se 
consigue una reducción de la carga parasitaria de hasta un 72%, reduciendo igualmente 
la viabilidad de los huevos del parásito en un 98% (efecto antifecundidad). Estos 
resultados son muy interesantes para el control de la enfernmedad al permitir detener el 
ciclo del parásito. 
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5.2.4.7.- Otros candidatos vacunales
PARAMIOSINA 
Esta proteína del subtegumento de Schistosoma spp. ha mostrado buenos 
resultados contra este parásito en experiencias con ratones (Pearce y cols., 1988; 
Flanigan y cols., 1990; Ramírez y cols., 1996). Buscando una protección cruzada contra 
especies del género Fasciola spp., se han desarrollado numerosos ensayos vacunales 
que, sin embargo, han mostrado resultados dispares tanto en ovino como en vacuno 
(Morrison y cols., 1995, comunicación personal, St. Aubin). Teniendo en cuenta estos 
resultados, el potencial como candidato vacunal de la paramiosina está todavía 
pendiente de demostración. 
INHIBIDOR DE LAS PROTEINASAS TIPO KTM  
Se trata de una sustancia estructuralmente relacionada con el inhibidor de la 
tripsina pancreática bovina (denominada tipo Kunitz), de ahí la denominación de 
inhibidor de las proteinasas de tipo KTM. Este inhibidor fue aislado de F. hepatica por 
Bozas y cols., (1995). 
Este inhibidor tipo KTM se ha localizado abundantemente en la superficie 
luminar del intestino del parásito, así como en todo el tegumento externo, siendo su 
función desconocida. Sin embargo, con la vacunación contra este antígeno no se ha 
observado una reducción significativa de la carga parasitaria (Taylor y cols., 1994; 
Morrison y cols., 1994). 
5.2.5.- Vacunas usando cócteles de antígenos 
Durante la infección por F. hepatica y, para asentarse en el hospedador, el 
parásito requiere enzimas para su nutrición y migración como proteasas, enzimas 
detoxificadoras (P.ej GST), FABPs para tomar ácidos grasos y hemoglobina para captar 
oxígeno. Por ello el uso de vacunas con combinaciones antigénicas supondría una 
ventaja frente a aquellas con un solo antígeno, pues se podría actuar a diferentes niveles 
contra puntos críticos en el desarrollo y metabolismo parasitario. Por ejemplo, una 
combinación de GST + catepsina L + hemoglobina podría reducir hasta en un 70% la 
carga parasitaria y disminuir la producción de huevos del 30% restante hasta en un 90%, 
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lo cual supondría más de un 97% de reducción en la cantidad de huevos viables que 
pasasen al pasto (Taylor y cols., 1994). 
En diferentes ensayos vacunales se ha venido observando un efecto potenciador 
de la protección antiparasitaria al combinar diferentes grupos de antígenos (Dalton y 
cols., 1996; Piacenza y cols., 1999). Sin embargo, se ha de tener en cuenta que con 
vistas a una producción comercial en masa, las vacunas con un solo antígeno son más 
fáciles y baratas de producir. 
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Tabla 2.- Resultados obtenidos en algunos de los ensayos vacunales realizados contra 
la fasciolosis
ANTÍGENO ADYUVANTE ESPECIE % 
REDUCC
Referencia 
Antígeno crudo de F. 
hepatica 
FCA Rata 76% Cervi 2003 
Larvas irradiadas - Vacuno 30-85,5% 
Nansen 1975; 
Acosta 1989 
GST QuilA Vacuno 19-69% Morrison 1996 
GST FCA/FIA Ovino 57% Sexton 1990 
GST FCA/FIA Caprino 9,2% 
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UCO 
FhSmIII (M) - Vacuno 55% Hillyer 1987 
Fh12 Sistema ADAD Ovino 24,5% 
Martínez-
Fernández 2004 
Sm14 FCA Ratón 100% Tendler 1996 
rSm14 FCA Conejo 89% Tendler 1996 
rSm14 RIBI Ovino 100% Almeida 2003 
rSm14* RIBI/Al(OH)3 Caprino 46% Zafra 2008 
rFh15+GST FCA/FIA Conejo 59% Muro 2007 
Fh12 Sistema ADAD Ovino 43% 
López-Abán 
2008 





Cat B+CL5 QuilA Rata 83% Jayaraj 2008 
rCL3 - Rata 76% Harmsen 2004 
rCL1 Cuerpos de inclusión Rata 80% Kesik 2007 
CL1+CL2+LAP FCA/FIA Ovino 79% Piacenza 1999 
CL1+CL2 FCA/FIA Ovino 60% Piacenza 1999 





CL2+Hb FCA/FIA Vacuno 72,4% Mulcahy 1998 
ADNc cisteín proteasas Cuerpos de inclusión Vacuno 54% 
Wedrychowicz 
2003 
ADNc cisteín proteasas Cuerpos de inclusión Ovino 56% 
Wedrychowicz 
2007 
LAP FCA/FIA Ovino 89% Piacenza 1999 
Hb FCA/FIA Vacuno 43,8% Dalton 1996 
r: Antígenos recombinantes. *: Construcción antigénica. RCH: Reducción en el contaje de 
huevos.
MATERIAL Y MÉTODOS 
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1.- Diseño experimental
 Para el presente estudio se utilizaron 26 cabras, hembras, de raza Florida 
Sevillana y 4 meses de edad al comienzo de la experiencia. Los animales estaban libres 
de fasciolosis y no mostraban signos clínicos compatibles con enfermedad infecciosa o 
parasitaria.  
Los animales se dividieron en 4 grupos. Durante toda la experiencia los 
investigadores desconocieron la identidad del antígeno asignado a cada grupo, 
denominándose los grupos con letras aleatorias. Así pues, los antígenos fueron enviados 
liofilizados y codificados aleatoriamente. Los grupos de animales usados en el ensayo 
vacunal fueron los siguientes: 
- El grupo CI (control de infección, n=7) correspondió a animales a los que se 
les administró únicamente el adyuvante (Quil A). Para aumentar la objetividad, los 
animales de este grupo se identificaron aleatoriamente con números no relacionados (2, 
9, 12, 13, 23, 42, 45). 
- El grupo CL1 (n=7) correspondió a animales inmunizados con catepsina L1 
recombinante en Quil A. En este grupo los animales se identificaron con los números 1, 
8, 21, 26, 34, 39 y 43. 
- El grupo TPx (n=7) se inmunizó con tiorredoxina peroxidasa recombinante en 
Quil A (animales 3, 14, 15, 25, 28, 29, 44).  
- Además, se usaron 5 animales como control de parasitación, control negativo o 
control no infectado (CNI), los cuales no fueron ni vacunados ni infectados. Éstos 
fueron los únicos animales cuya identidad fue conocida para los investigadores durante 
todo el experimento (CN1, CN2, CN3, CN4 y CN5). 
 A excepción de los controles negativos, cada animal se inmunizó en 2 ocasiones 
(semana 0 y semana 4 de la experiencia) mediante una inyección subcutánea en la 
región preescapular. 
Todos los animales fueron infectados con 200 metacercarias viables de F. 
hepatica de origen bovino (Universidad de Bristol, Reino Unido), administradas vía oral 
en cápsulas de gelatina mediante una pistola de administración de bolos en la semana 10 
de experiencia. Los animales fueron eutanasiados mediante sobredosis de T61 (Intervet, 
España) en la semana 27 de experiencia (semana 17 post-infección (spi). El 
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experimento fue aprobado por el Comité de Bioética de la Univesidad de Córdoba de 
acuerdo con las normas recogidas en el Real Decreto (RD 223/1988) y directiva 
Comunitaria  (86/609/CEE) para experimentación animal.   
Durante el desarrollo del experimento se tomaron diferentes muestras de los 
animales y sobre las mismas se realizaron estudios coprológicos, biopatológicos, 
histopatológicos, morfométricos, inmunohistoquímicos así como pruebas de 
proliferación linfoide en linfocitos circulantes con vistas a determinar el potencial 
protector de ambas vacunas contra la fasciolosis. 
Tabla 3.- Distribución temporal de las inmunizaciones, infección y sacrificio en cada 











CI QuilA QuilA 200 mc Sacrificio 
CL1 CL1+QuilA CL1+QuilA 200 mc Sacrificio 
TPx TPx+QuilA Tpx+QuilA 200 mc Sacrificio 
CNI - - - Sacrificio 
Todos los grupos con n=7 a excepción del grupo CNI, donde n=5 
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A las 15 spi 1 animal del grupo CI (animal 13), 2 animales del grupo TPx 
(números de identificación 15 y 28) y 3 del grupo CL1 (16, 34 y 39) murieron por 
causas ajenas al ensayo vacunal (timpanismo debido a excesivo consumo de pienso). 
Los animales fueron necropsiados, tomándose muestras de todos sus órganos (incluído 
hígado y nódulos linfáticos hepáticos), se contaron los parásitos presentes, realizándose 
también sendos estudios histopatológicos así como morfométrico macroscópico y 
microscópico. Sin embargo, debido a la posibilidad de incurrir en errores inherentes a 
los cambios celulares que acontecen durante los procesos de autolisis, se optó por no 
realizar sobre estos animales los estudios inmunohistoquímicos. 
2.- Animales de experimentación 
Se emplearon 26 cabras (hembras) de raza Florida Sevillana de 4 meses de edad 
que se alojaron en lazaretos de la Granja Experimental de la Facultad de Veterinaria de 
la Universidad de Córdoba, acondicionados específicamente para la experiencia y bajo 
condiciones higiénicas adecuadas, procediéndose a la limpieza y desinfección periódica 
del recinto.  
A la llegada de los animales se realizaron dos análisis coprológicos mediante 
técnicas de sedimentación con un intervalo de 2 semanas, para comprobar que estaban 
libres de F. hepatica así como otros parásitos internos. Igualmente se realizaron técnicas 
de ELISA para comprobar serológicamente que dichos animales estaban libres de 
parasitación. 
Se identificaron individualmente mediante la implantación subcutánea en el 
corvejón de la extremidad posterior izquierda de un dispositivo electrónico (microchips 
de la gama Avid Friendchip® con estándar ISO FDX-B de Avid Identification Systems 
Inc, CA, USA). Para la identificación de los animales se usó un lector de microchips 
(Power Tracker VI®, Avid Identification Systems Inc, CA, USA). 
Durante un período de adaptación de 1 mes, los animales fueron desparasitados 
con dos dosis de 0,5 ml/kg. de Vecoxan® (Jannsen Animal Health, UK). El principio 
activo de Vecoxan® es el diclazuril, un coccidicida especialmente indicado para 
rumiantes. La alimentación se realizó ad-libitum empleando paja de trigo, heno de 




 Ambos antígenos recombinantes, así como el adyuvante, fueron administrados 
gentilmente por la University of Technology of Sydney (Professor John Dalton). 
 Se administraron en cada inmunización 100 µg de antígeno recombinante 
diluídos en 1 ml de PBS y se añadió 1 ml de adyuvante QuilA (1 mg de adyuvante por 
dosis) dando lugar a un volumen final de inyección de 2 ml. En el caso del grupo QuilA 
(sólo adyuvante) se administró 1 ml de PBS junto a 1 ml de QuilA. 
 Los animales fueron inoculados subcutáneamente en la región del cuello (de 
manera alterna, usándose en cada inoculación un lado del cuello). El punto de 
inoculación y la aparición de reacciones postvacunales en el mismo se anotó 
debidamente. 
4.- Metacercarias 
 Las metacercarias de Fasciola hepatica fueron suministradas por la Universidad 
de Bristol (Reino Unido). En un primer paso se determinó la viabilidad de las 
metacercarias mediante desenquistamiento y observación bajo lupa. Se hicieron dosis de 
200 metacercarias que se administraron en una cápsula de gelatina directamente en el 
esófago mediante el uso de una pistola de administración de bolos (Ukal, UK) junto con 
agua corriente. Tras la administración se observó al animal para constatar que la dosis 
había sido deglutida. 
5.- Toma de muestras 
Se tomaron muestras de suero y heces previas al inicio de la experiencia 
(preinmunización) y de manera escalonada durante todo el transcurso de la misma. Para 
ello se procedió a la punción de la vena yugular utilizando tubos Vacutainer® (Becton, 
Dickinson and Co., NJ, USA) con heparina sódica como anticoagulante. A continuación 
se centrifugaron a 2500 revoluciones por minuto (r.p.m.) usando una centrifugadora 
(modelo Jouan GR 422 de Thermo®, MA, USA) durante 15 minutos; se extrajo el 
sobrenadante conteniendo el suero y se fraccionó en alícuotas en viales de congelación 
que fueron almacenados a –20ºC.  
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Estas muestras de suero (para determinación de actividad sérica de enzimas 
relacionadas con el proceso) se tomaron durante el periodo de preinmunización (valores 
séricos basales), inmunización y, semanalmente, durante el periodo de parasitación. 
La toma de muestras para realizar ensayos de proliferación celular en PBLs se 
realizó a las 4, 7, 14 y 16 spi. Para la determinación de producción de citoquinas en 
PBLs se tomaron muestras a las 3, 10, 14 y 16 spi. 
 Las heces de los animales infectados fueron recogidas directamente del recto con 
guantes de polivinilo. Para el estudio parasitológico se recogieron muestras fecales de 
cada animal durante las semanas post-infección (spi) 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16 y 
17, cubriéndose así todo el periodo de eliminación de huevos por parte de los animales. 
Una vez concluida la experiencia, los animales se eutanasiaron mediante una 
sobredosis con T-61® (Schering-Plough, NJ, USA) y se procedió a su necropsia 
reglada. Durante la necropsia se extrajo el hígado y los nódulos linfáticos hepáticos de 
cada animal. Los nódulos linfáticos se pesaron y se tomaron 3 muestras conteniendo 
médula y corteza para fijación en formol y 1 muestra para fijación por congelación. En 
el caso del hígado, se tomaron muestras aleatorias de ambos lóbulos (3 de lóbulo 
izquierdo y 1 de lóbulo derecho); 4 para fijación en formol y 2 por congelación. 
Igualmente se realizaron dos fotografías del hígado, una por la cara visceral y otra por la 
cara diafragmática. 
La fijación por congelación se realizó sumergiendo las muestras brevemente (30 
segundos) en 2-metilbutano (Merk, Darmstadt, Alemania), enfriado con nitrógeno 
líquido. Previamente los tejidos fueron embebidos en un medio crioprotector 
denominado OCT (Tissue-Tek®, CA, USA). 
Tras la necropsia, se diseccionó cuidadosamente el hígado así como la vesícula 




6.- Estudio parasitológico 
6.1. Análisis coprológico 
El estudio coprológico cualitativo se realizó con técnicas habituales de 
sedimentación, con objeto de detectar la presencia de huevos de Fasciola en las heces. 
Para el estudio cuantitativo se utilizaron 4 gramos de heces y se homogeneizaron 
con 60 ml. de solución saturada de NaCl filtrándose a través de un tamiz de 400 m. El 
filtrado obtenido se agitó y se dispensó en una cámara de McMaster para su recuento. El 
número de huevos observado se multiplicó por un factor de corrección de 50 y el 
resultado final se expresó como número de huevos por gramo de heces (hpg).  
7.- Estudio biopatológico 
En las muestras de suero se determinaron los niveles séricos de las enzimas 
hepáticas Gamma-Glutaril Transpeptidasa (GT) y Glutamato Deshidrogenasa (GLDH). 
La GLDH se determinó usando el kit comercial de Randox®, UK. La 
concentración de la enzima se determinó midiendo la desaparición del NADH a 340 nm, 
según las indicaciones del kit comercial. 
 La GT se determinó usando el correspondiente kit de BioSystems Reagents®, 
España. La concentración catalítica de GT se obtuvo midiendo la velocidad de 
formación de la 3-carboxi-4-nitroanilina a 410 nm. 
 El espectrofotómetro usado fue el Biomate 3 UV-Vis, de Thermo®, MA, USA. 
Los datos obtenidos se expresaron directamente en UI de las enzimas medidas. 
8.-  Estudio histopatológico 
 Para el procesado de las muestras se usó un procesador automático de tejidos 
(CitadelTM, Thermo®, MA, USA) y una consola montadora de bloques (Histocentre 
2TM, Thermo®, MA, USA). Una vez formado el bloque se hicieron cortes seriados de 4 
µm usando un microtomo (RM 2125RT, Leica Microsystems®, Germany) y se realizó 
una técnica histoquímica de hematoxilina-eosina (H-E), siguiendo protocolos 
estandarizados. 
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8.1.- Parámetros estudiados en el análisis 
histopatológico: 
El estudio del material histopatológico, así como el recuento de las distinta 
poblaciones linfocitarias, se llevó a cabo en un microscopio óptico modelo BX40F4 
(Olympus®, PA, USA) equipado con tres cabezales de observación. 
8.1.1.- Hígado:
En las preparaciones histológicas se evaluó la severidad de los siguientes cambios:  
 Trayectos parasitarios, principalmente de tipo crónico. 
 Granulomas, originados bien por restos tisulares de antiguos túneles 
migratorios o por huevos del parásito que habían alcanzado el parénquima 
hepático, y que usualmente presentaban un centro necrótico calcificado 
rodeado por macrófagos y células gigantes multinucleadas.  
 Fibrosis portal.  
 Hiperplasia de conductos biliares. 
 Presencia de leucocitos globulares, localizados intraepitelialmente en los 
conductos biliares. 
 Infiltrado  de eosinófilos.  
 Infiltrado linfoplasmocitario. 
 Presencia de huevos de F. hepatica, localizados en conductos biliares, vasos 
sanguíneos y/o parénquima hepático. 
8.1.2- Nódulos linfáticos hepáticos:
En las preparaciones de nódulos linfáticos, se estudiaron los siguientes elementos: 
 Hiperplasia de los folículos linfoides. 
 Hiperplasia de la paracorteza. 
 Hiperplasia de los cordones medulares. 
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 Presencia de macrófagos cargados con hemosiderina en la médula. 
 Presencia de eosinófilos en médula. 
Estos parámetros fueron evaluados de forma semicuantitativa y de manera 
independiente por dos patólogos, aplicándose la valoración media. Los resultados 
fueron expresados de la siguiente forma: -: ausencia de lesiones; +/-: lesiones discretas; 
+: lesiones moderadas; ++: lesiones severas; +++: lesiones muy severas. Posteriormente 
se asignaron valores numéricos a las estimaciones (-= 0, -+= 0,5, += 1, ++= 2, +++= 3). 
9.- Estudio morfométrico 
El estudio morfométrico macroscópico se realizó sobre las fotografías tomadas 
durante las necropsias. El estudio microscópico se llevó a cabo sobre fotografías 
realizadas con el fotomicroscopio Axiophot® (Zeiss, Germany), usando la cámara DS-
5M con la unidad de control DS-L1 de Nikon, Japón. Las mediciones fueron realizadas 
con el programa de procesado de imágenes Image-Pro Plus versión 4.5.0.29 (Media 
Cybernetics, Inc, MD, USA). 
9.1.- Estudio morfométrico del hígado 
Sobre el hígado se realizó un doble estudio morfométrico, siendo uno sobre 
imágenes macroscópicas y otro sobre microfotografías.  
El estudio macroscópico del hígado consistió en determinar el porcentaje 
ocupado por las áreas lesionadas (perihepatitis fibrosa y trayectos parasitarios) respecto 
al total de superficie hepática, tanto en su cara diafragmática como en la visceral 
(Imágenes 1 y 2 de la Figura 4), usando para ello dos fotografías macroscópicas por 
animal (una de la cara visceral y otra de la cara diafragmática del hígado).  
A nivel microscópico se cuantificaron dos parámetros:  
1) El área lesionada que no se correspondía con el parénquima hepático 
propiamente dicho, incluyendo la fibrosis, granulomas e infiltrado inflamatorio 
(Imágenes 3 y 4 de la Figura 4). En el grupo control negativo se midió la superficie de 
espacios porta. 
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 2) La superficie ocupada por conductos biliares, incluyendo su luz y pared 
(Imágenes 3 y 4 de la Figura 4).  
Se usaron fotografías tomadas con el objetivo de 2,5x (25 aumentos totales) en 
cortes histológicos teñidos con Hematoxilina-Eosina. Se realizaron 2 fotografías  
tomadas al azar de cada uno de los 4 bloques de hígado por animal (8 
mediciones/animal). Los valores fueron expresados en mm2. Cada fotografía presenta 
un área total de 8.5 mm2, por tanto, en total se estudió un área de 68 mm2. Se calculó la 
media y desviación estándar de cada grupo. 
9.2.- Estudio morfométrico de nódulos linfáticos 
hepáticos 
En los cortes histológicos de los NLH se midió el área ocupada por los folículos 
linfoides en la corteza. Para ello se realizaron 2 fotografías usando el objetivo de 2,5x 
de cada uno de los tres cortes de ganglio de cada animal, resultando un total de 6 
fotografías por animal. Los campos fueron seleccionados de forma aleatoria en las áreas 
corticales.  
Sobre dicha captura se hizo una medición inicial del área total fotografiada. A 
dicha área total se le restó el área no cortical (áreas correspondientes a la médula, 
estroma, cápsula, espacio externo al corte, etc.-Imagen 5 de la Figura 4- ). Se perfilaron 
los contornos de los folículos linfoides (Imagen 6 de la Figura 4) tanto primarios como 
secundarios y se sumó el área total ocupada por los mismos, calculándose el porcentaje 
de área folicular respecto a corteza y de área interfolicular respecto al área cortical. Para 
cada animal se obtuvo la media de estos porcentajes y más tarde se calculó la media y 
desviación estándar por grupo.  
Tesis Doctoral 
122 
Figura 4.- Ejemplo de las mediciones realizadas en el estudio morfométrico, tanto en el estudio 
macroscópico (imágenes 1 y 2) como a nivel microscópico (3 y 4) en hígado así como en 
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10.-Estudio inmunohistoquímico. 
Sobre muestras fijadas en formol y por congelación se determinó la expresión de 
determinados marcadores de células inmunitarias. Para ello se usaron los siguientes 
anticuerpos primarios: 




Tto Dilución Fuente 
CD2 Pan T BAQ95A No 1:200 VMRD, Inc 
CD3 Pan T Policlonal Pronasa* 1:200 Dako 
CD4 CD4 GC50A1 No 1:50 VMRD, Inc 
CD8 CD8 CACT80C No 1:200 VMRD, Inc 
TCR-I  CACTB6A No 1:200 VMRD, Inc 
IL-4 IL-4 bovina MCA1820 No 1:50 Serotec 
IFN- IFN- bovino MCA1783 No 1:50 Serotec 
IgG IgG caprina Policlonal Pronasa 1:200 Nordic 
*Pronasa 0.1% 10 min.; VMRD Pullman Inc. (Pullman, USA); Dako, Glostrup, Dinamarca; 
Serotec, Oxford, UK. 
10.1.-Protocolo inmunohistoquímico con muestras fijadas 
en formol e incluidas en parafina 
 Para realizar los anticuerpos anti-CD3 y anti-IgG se utilizaron muestras fijadas 
en formol e incluidas en parafina. El procesado de los tejidos fue el mismo descrito en 
el estudio histológico y lo único que varió fue el uso de portaobjetos tratados 
previamente con Vectabond® (Vector®, CA, USA). 
El desarrollo de la técnica inmunohistoquímica se llevó a cabo según el siguiente 
protocolo:  
1. Desparafinado: 3 baños en xilol de 10 minutos cada uno. 
2. Inicio de la rehidratación: dos baños de 5 minutos en alcohol de 100º. 
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3. Inhibición de la peroxidasa endógena: usando una solución de peróxido de 
hidrógeno al 3% en metanol durante 30 minutos. 
4. Finalización de la rehidratación: baños de 5 minutos cada uno en alcoholes 
(96º y 70º) y agua destilada. 
5. Lavado en PBS durante 5 minutos.
6. Desenmascaramiento antigénico: Se realizó la digestión enzimática con 
pronasa (Sigma-Aldrich, MO, USA) al 0,1% en PBS durante 10 minutos a 
temperatura ambiente. 
7. Lavados en PBS: tres lavados de 10 minutos cada uno. 
8. Bloqueo de las reacciones inespecíficas: Se incubó en cámara húmeda con 
suero normal de cabra (MP Biomedicals, Francia) al 10% en PBS (30 minutos a 
temperatura ambiente). 
9. Anticuerpo primario: Se eliminó el exceso de suero normal de cabra y se 
incubó en cámara húmeda con el anticuerpo primario diluido en PBS y suero 
normal de cabra al 10% (18 horas a 4ºC).  
10. Lavados en PBS: tres lavados de 10 minutos cada uno. 
11. Anticuerpo secundario biotinilado: Los cortes histológicos se incubaron en el 
anticuerpo secundario diluido en PBS y suero normal de cabra al 10% (30 minutos a 
temperatura ambiente). 
12.  Lavados en PBS: dos lavados de 5 minutos cada uno. 
13.  Complejo Avidina-Biotina-peroxidasa (ABC): Incubación con el complejo 
ABC (Vectastain Elite®, Vector®, CA, USA) diluido al 1:50 en PBS (1 hora y 
en oscuridad). 
14.  Lavados en TBS: tres lavados de 10 minutos cada uno. 
15.  Revelado: Se usó el kit comercial Novared™ (Vector®, CA, USA), siguiendo 
las indicaciones del kit y revelando durante 2 minutos. 
16.  Frenado del revelado: Lavado en agua corriente durante 10 minutos. 
17. Contratinción: Hematoxilina durante 10 segundos  
18. Lavado: 3 minutos en agua corriente. 
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19.  Deshidratación: Mediante pases rápidos por gradientes alcohólicos.
20.  Montaje de las preparaciones. Usando el medio de montaje Eukitt®.
10.2.-Protocolo inmunohistoquímico con muestras fijadas 
por congelación 
Para el estudio de los anticuerpos anti-CD2, CD4, CD8, TCR-I, IL-4 e IFN-, se 
usaron muestras fijadas por congelación a –80ºC.  
Las muestras fueron embebidas en OCT (Tissue-Tek®, CA, USA) y se fijaron 
por inmersión en 2-metilbutano (Merk, Darmstadt, Alemania), previamente enfriado en 
nitrógeno líquido. Los bloques resultantes se cortaron con un microtomo en criostato 
(HM 500, Microm®, Alemania), usando portaobjetos bañados en Vectabond® 
(Vector®, CA, USA) y con una fijación posterior en acetona (Merk, Darmstadt, 
Alemania).
1. Secado: En estufa a 37ºC durante 1 hora. 
2. Fijación: Incubación en acetona durante 10 minutos. 
3. Inhibición de la peroxidasa endógena: Incubación en fenilhidracina al       
0,1% en PBS durante 40 minutos. 
4. Lavados en PBS: tres lavados durante 10 minutos. 
5. Bloqueo de las reacciones inespecíficas: Se incubó en cámara húmeda con 
suero normal de cabra al 10% en PBS (30 minutos a temperatura ambiente). 
6. Anticuerpo primario: Se eliminó el exceso de suero normal de cabra y se 
incubó en cámara húmeda con el anticuerpo primario diluido en PBS y suero 
normal de cabra al 10% (18 horas a 4ºC).  
7. Lavados en PBS: tres lavados de 10 minutos cada uno. 
8. Anticuerpo secundario biotinilado: Diluido en PBS y suero normal de cabra 
al 10% (30 minutos a temperatura ambiente). 
9. Lavados en PBS: dos lavados de 5 minutos cada uno. 
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10. Complejo Avidina-biotina-peroxidasa (ABC): Incubación con el complejo 
ABC (Vectastain Elite®, Vector®, CA, USA) diluido al 1:50 en PBS (1 hora y 
en oscuridad). 
11. Lavados en TBS: tres lavados de 8 minutos cada uno. 
12. Revelado: Kit Novared™ (Vector®, CA, USA) durante 2 minutos y sobre 
un fondo blanco. 
13. Frenado del revelado: Lavado en agua corriente durante 10 minutos. 
14. Contratinción: Dicho paso se realizó con hematoxilina 5 segundos 
15. Lavado: 3 minutos en agua corriente. 
16. Montaje de las preparaciones: Usando el medio de montaje acuoso Immu-
mount® (Thermo®, MA, USA). 
Tanto en los tejidos fijados en formol como en los congelados se utilizaron los 
siguientes controles: 
 Controles positivos: Se utilizaron cortes de nódulos linfáticos de las cabras 
infectadas en la experiencia. 
 Controles negativos: Se usaron cortes seriados en los que el anticuerpo 
primario fue sustituido por suero normal de cabra al 10 % en PBS.
10.3.- Contajes en el estudio inmunohistoquímico 
Para realizar el recuento de las pruebas inmunohistoquímicas se eligieron 5 campos 
por cada anticuerpo y dos preparaciones por animal (en total se contaron 10 campos). Se 
realizaron  fotografías a 400 aumentos, siendo el área total fotografiada de 0,2 mm2. 
Para cada uno de los distintos anticuerpos (CD2, CD4, CD8, TCR-I, IL-4, IFN-, 
IgG) se realizó un estudio cuantitativo y se observó su distribución en el parénquima 
hepático. Los campos fueron elegidos aleatoriamente incluyendo siempre espacios 
porta.   
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En los nódulos linfáticos hepáticos se realizó un contaje de las células teñidas con 
cada anticuerpo. Los campos fueron elegidos de forma aleatoria entre los folículos, 
áreas interfoliculares y áreas medulares. 
     Los contajes de las células positivas para los distintos anticuerpos se realizaron de 
forma semi-automática utilizando el software biomédico Image-Pro Plus 4.0 (Media 
Cybernetics, MD, USA). Se calibraron macros teniendo en cuenta la intensidad de 
reacción y tamaño de los objetos contados para que el programa cuantificase todas las 
células inmunoteñidas. Los resultados fueron expresados en número de células 
inmunorreactivas por campo de 0,2 mm2 y se calculó la media y desviación estándar por 
grupos.  
11.- Estudio de respuesta inmunitaria celular 
sistémica en linfocitos circulantes
     La determinación de las respuestas de los linfocitos circulantes (PBLs) frente a 
antígeno secretor-excretor de Fasciola hepatica (FhES) y mitógeno fitohemaglutinina 
(PHA) se realizó cuantificando dos parámetros:  
- Capacidad proliferativa. 
- Capacidad de producción de citoquinas específicas (IFN- e IL-4).  
11.1.- Obtención del Antígeno FhES 
     Para la realización de los experimentos sobre PBLs se usó antígeno completo de 
excreción-secreción de F. hepatica (FhES) obtenido en experiencias anteriores y 
previamente normalizado. 
Para ello, los parásitos recogidos en experiencias anteriores se lavaron en PBS a 
37º C durante 2 minutos. A continuación se mantuvieron en PBS a razón de 1 ml. de 
PBS por parásito, a 37º C y con una atmósfera de 5% de CO2 durante 5 horas, usando 
una estufa Revco Ultima (Thermo-Fisher, MA, USA). A intervalos de 1 hora se extrajo 
el medio (restituyendo la misma cantidad de PBS extraída), al cual se le añadió 1 mM 
de PMSF ó fenilmetanosulfonilfluoruro (Sigma-Aldrich, MO, USA) para inhibir la 
acción de las proteasas presentes. El medio se centrifugó a 40.000 G durante 1 hora a 4º 
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C, se tomó el sobrenadante y se filtró empleando filtros de 0,45 µm. y 0,22 µm. de 
diámetro de poro de manera secuencial. Una vez obtenido el antígeno, se determinó su 
concentración proteica, se alicuotó y se mantuvo a -80º C hasta el momento de su 
utilización. 
Para determinar la concentración proteica del antígeno FhESP se utilizó la 
técnica comercial del BCA (Protein Assay Reagent BCA®, Pierce Inc, USA). Se 
elaboró una curva de calibración usando diferentes diluciones de albúmina bovina, a 
partir de las cuales, mediante una reacción colorimétrica, se calculó la concentración 
proteica, que en nuestro caso fue de 0,5 mg/ml. 
11.2.- Protocolo de aislamiento de linfocitos circulantes 
 Se tomaron muestras de cada animal usando Vacutainer® con heparina sódica 
como anticoagulante. Durante el protocolo de aislamiento linfocitario se usaron los 
siguientes medios: 
Medio de cultivo celular: Medio RPMI 1640 (Sigma-Aldrich, MO, USA) 
suplementado con: 
- Penicilina-estreptomicina (Sigma-Aldrich, MO, USA) a una razón de 
100 UI/ml de penicilina y 100 µg/ml de estreptomicina. 
-  10% de Suero fetal bovino (Sigma-Aldrich, MO, USA). 
- L-Glutamina a una concentración 2 mM (Sigma-Aldrich, MO, USA). 
Medio de lavado: RPMI 1640 suplementado con 50 UI/ml de heparina sódica 
(Laboratorios Rovi, SA, España). 
 El protocolo seguido fue el siguiente:  
1. Se añadieron 10 ml de medio de lavado a 10 ml de sangre en un tubo estéril 
de 50 ml y se mezclaron cuidadosamente. 
2. Se vertió lentamente la mezcla previa en un nuevo tubo de 50 ml con 20 ml 
de Lymphoprep™ (Axis-Shield, Norway), dejando caer la mezcla por la 
pared y evitando la aparición de turbulencias, hasta que se formó una 
monocapa en la zona superior. 
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3. Centrifugación durante 30 minutos a 1000 G sin usar el freno de la 
centrifugadora. 
4. Se tomó el anillo blanco formado (que contenía el componente linfoide) con 
una pipeta Pasteur estéril (Labolan, España) y se introdujo en tubos de 15 ml. 
5. Se añadió el medio RPMI de lavado hasta 15 ml, mezcló y centrifugó 10 
minutos a 400 G. Eliminación del sobrenadante. 
6. Homogeneización del pellet formado con medio de cultivo y toma de una 
alícuota de 100 µl para el contaje celular. 
7. Determinación de la concentración celular y la viabilidad usando una cámara 
de Neubauer y Tripan Azul. 
8. Se ajustó la concentración celular por pocillo según el experimento y se 
incubaron las placas de cultivo celular en una estufa a 37ºC con 5% de CO2 
durante los días requeridos según el experimento. 
• Para el ensayo de proliferación celular se ajustó la concentración a 1x105
células/pocillo, desarrollándose el ensayo durante 3 días. 
• Para el ensayo de producción de citoquinas se ajustó la concentración a 
5x105 células/pocillo, incubándose las células  durante 5 días. 
Para el estudio de proliferación celular se usaron placas de cultivo celular de 
fondo plano con 96 pocillos (Corning Costar Inc, NY, USA), mientras que para el 
estudio de producción de citoquinas se usaron placas de fondo plano con 16 pocillos 
(Corning Costar Inc, NY, USA). 
11.3.- Ensayos de proliferación celular sobre linfocitos 
circulantes 
En el ensayo de proliferación celular se usaron muestras pareadas por cada 
animal (4 animales por grupo). Se estudió la respuesta proliferativa linfoide frente a 
fitohemaglutinina (PHA) a concentraciones de 1 µg/mL así como frente a antígeno 
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excretor-secretor de F. hepatica (ES) a concentraciones de 1 µg/mL. Dichas 
concentraciones fueron establecidas tras la puesta a punto de la técnica, escogiéndose 
aquellas dosis que causaron menor efecto tóxico y una mayor respuesta proliferativa. 
Como control negativo de cada animal se usaron dos pocillos por animal en los cuales 
los linfocitos se dejaron en medio de cultivo celular y sin estímulo.  
La proliferación celular se midió mediante reacción colorimétrica usando el 
reactivo WST-1TM de Roche. Para ello, tras el tiempo requerido de incubación, se le 
añadió a cada pocillo el reactivo WST-1™ (Roche®, Germany) al 10% y se incubó 
durante 2 horas. Dicho reactivo produce una reacción colorimétrica directamente 
proporcional al número total de células viables en el pocillo. Usando un lector de placas 
de ELISA del modelo Ceres UV 900® (Bio-Tek Intruments, VT, USA), se determinó la 
absorbancia a 450 nm. 
11.4.- Cuantificación de la producción de citoquinas en 
linfocitos circulantes 
En el ensayo de producción de citoquinas por parte de los PBLs se usaron 
muestras pareadas por cada animal (4 animales por grupo). Se estudió la producción de 
citoquinas en PBLs tras el estímulo con fitohemaglutinina (PHA) a concentraciones de 
10 µg/mL así como frente a antígeno excretor-secretor de F. hepatica (ES) a 1 y 10 
µg/mL (en el caso del IFN-) o bien a 10 y 20 µg/mL (caso de la IL-4). El control 
negativo de cada animal se correspondía a pocillos que contenían linfocitos no 
estimulados, mientras que como control negativo de técnica se usaron pocillos en los 
cuales se dejó medio de cultivo celular.  
Trascurrido el tiempo de incubación, se centrifugaron las placas a 1000 G 
durante 10 minutos y se recolectó el sobrenadante de cada pocillo. Sobre el mismo se 
procedió a determinar la concentración de IFN- (citoquina asociada a respuestas Th1) e 
IL-4 (asociada a respuesta Th2). 
11.4.1.- Determinación de la producción de IFN-
Para la detección de la producción de INF- se utilizó el kit comercial 
BOVIGAMTM (CSL Veterinary, UK) que se basa en la técnica inmunoenzimática de 
ELISA de captura y el empleo de un anticuerpo monoclonal.  
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En dicho kit se usan placas de 96 pocillos tapizadas con anticuerpos específicos 
contra IFN-. A cada pocillo se le añadió 50 l de diluyente para plasma conteniendo 
0,01 % de thimerosal. A continuación se añadieron 50 l de la muestra problema a cada 
pocillo y se agitó suavemente e incubó a temperatura ambiente durante 1 hora. 
Posteriormente se realizaron una serie de lavados y se añadieron 100 l del conjugado 
(anticuerpo monoclonal anti-IFN-, marcado con peroxidasa)  a cada pocillo y se incubó 
a temperatura ambiente durante 1 hora. Se realizó una nueva serie de lavados y se 
añadieron a cada pocillo 100 l de la solución sustrato incubando durante 30 minutos.  
Tras la incubación se añadieron 50 l de solución de frenado conteniendo 0,5 M H2SO4
y se procedió a leer los valores de densidad óptica a 450 nm. Los resultados se 
expresaron como diferencia de absorbancia respecto a la media de los pocillos que 
contienían células sin estímulo proliferativo. 
11.4.2.- Determinación de la producción de IL-4
Para la detección de IL-4 se estandarizó un protocolo de ELISA de captura de 
antígeno en nuestro laboratorio, usando dos anticuerpos específicos anti-IL-4. 
Se emplearon placas de 96 pocillos (Nunc Maxisorp™, Thermo-Fisher, MA, 
USA), las cuales fueron tapizadas con un anticuerpo policlonal anti-IL-4 ovina 
desarrollado en gallinas (CytoCen, Holanda). Para ello se añadieron 100 l/pocillo del 
anticuerpo diluido en solución tampón de carbonato a una concentración de 2 g/ml; 
incubándose durante toda la noche a 4º C. El exceso de anticuerpo fue eliminado 
mediante  lavados con una solución de PBS/Tween-20 al 0,05 %.  
Sobre estas placas tapizadas, se añadieron 100 l/pocillo de suero problema y se 
incubó durante 2 horas a 37º C. Posteriormente se realizaron  lavados y se añadieron 
100 l/pocillo de anticuerpo anti-bovino IL-4 de ratón (Serotec, UK) usando una  
dilución de 1/100, incubándose durante 1 hora a 37º C.  
Tras una tanda posterior de lavados, se añadieron 100 l/pocillo de anticuerpo 
anti-ratón IgG conjugado con peroxidasa (Serotec, UK) a una dilución de 1/500 y se 
incubó a temperatura ambiente durante 30 minutos. A continuación se lavó, y se 
adicionaron 100 l/pocillo de sustrato cromógeno reactivo, el cual consistió en 
Tetrametilbendicina (TMB) en solución tampón de fosfato-citrato pH 5.0 (Sigma-
Aldrich, MO, USA) añadiéndosele peróxido de hidrógeno al 30 % p/v (Panreac, 
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España). Se incubó a temperatura ambiente durante 10 minutos y posteriormente se paró 
la reacción añadiendo 100 µl/pocillo de ácido sulfúrico 1 Molar.  
Como muestra control positivo fue empleada IL-4 bovina recombinante 
(Serotec, UK) a una dilución de 1/10 en solución tampón PBS/Twen-20 0.01 %; 
mientras que como muestra control negativa se empleó solución tampón PBS/Twen-20 
0.01 %. 
La lectura de la reacción se realizó determinando la densidad óptica a 492 nm 
empleando un fotómetro de microplaca Ceres UV 900® (Bio-Tek Intruments, VT, 
USA). Los resultados se expresan en densidad óptica. 
12.- Estudio estadístico 
Para el estudio estadístico analítico se calcularon los parámetros descriptivos 
habituales (media y desviación estándar de cada grupo). Para comprobar si las 
distribuciones de los datos eran o no paramétricas se realizaron las pruebas de 
Kolmogorov-Smirnov y Shapiro-Will. Para la comparación de datos entre grupos se 
utilizó la prueba T de Student en distribuciones paramétricas y la prueba U de Mann-
Whitney para distribuciones no paramétricas. Las comparaciones múltiples se realizaron 
mediante el test de ANOVA. En ambos casos se consideró significativo un nivel de 
P<0,05. El estudio de correlación entre diferentes parámetros analizados se realizó 
mediante el test de correlación de Spearman. Para la realización de la estadística se 
utilizó como soporte el programa informático Graphpad Instat 3.0 (Graphpad Software 
Inc, CA, USA). 
13.- Material informático 
Para la elaboración y redacción del trabajo se han utilizado los programas 
informáticos Microsoft Word, Excel y Power Point correspondientes al paquete 




1.- Estudio parasitológico 
1.1.- Dinámica de eliminación de huevos
El estudio de la dinámica de eliminación de huevos en heces se inició en la 8ª 
semana post-infección (spi), extendiéndose hasta el final de la experiencia. Los datos 
correspondientes a dicho estudio quedan reflejados en la Gráfica 1. Los análisis 
coprológicos demostraron la presencia de huevos en heces de los animales de los grupos 
infectados (grupos CI, CL1 y TPx) a partir de la 9ª spi. A continuación se produjo un 
aumento progresivo en el número de huevos hasta el final de la experiencia, excepto en 
el grupo CL1, en el cual se observó una marcada disminución en las dos últimas 
semanas del experimento. En general, el número de huevos eliminados por el grupo no 
vacunado (grupo CI) fue superior al de los grupos inmunizados, si bien el análisis 
estadístico no reveló diferencias significativas. El grupo control no infectado (grupo 
CNI) presentó  valores negativos durante toda la experiencia. Únicamente se observaron 
diferencias significativas (P<0,05) entre los grupos CI y CL1 durante las semanas 9, 10 
y 11 pi. 
Gráfica 1.- Evolución de la eliminación de huevos de F. hepatica durante la 
experiencia, expresada en huevos/gr. de heces. 





















Grupo CI 0 32 200 203 250 308 458 591 741 758
Grupo CL1 0 10 53 92 137 337 500 637 412 525
Grupo TPx 0 14 128 110 125 270 310 330 520 420
8 9 10 11 12 13 14 15 16 17
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1.2.- Implantación de la dosis infectante 
 Con el objeto de estudiar la proteccón inducida por los candidatos vacunales 
utilizados se realizó un contaje de los parásitos implantados y se calculó el porcentaje de 
implantación en cada uno de los animales, también se midió la longitud y peso de los 
parásitos recuperados (Tablas 5 a 8).  
Tabla 5.- Número de fasciolas recuperadas en cada uno de los individuos del grupo CI 
(control infectado). 
GRUPO CI (CONTROL INFECTADO) 








2 196 18,20 17,94 98 
9 52 18,70 5,19 26 
12 63 26,10 8,73 31,5 
13 63 21,00 5,78 31,5 
23 69 23,90 9,65 34,5 
42 68 23,00 11,80 34 
45 133 16,40 11,1 66,5 
Media grupo 92 21,04 10,02 46 
D.E grupo 53,04 3,48 4,28 26,52 
DE: Desviación estándar. 
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Tablas 6 y 7.- Número de fasciolas recuperadas en cada uno de los individuos del 
grupo CL1 (inmunizado con catepsina L1) y TPx (inmunizado con tiorredoxina peroxidasa). 
GRUPO CL1 (CATEPSINA L1) 








1 42 20,2 5,66 21 
8 70 25,3 12,66 35 
21 102 21 12,78 51 
26 25 23,2 3,35 12,5 
34 44 20,9 5,9 22 
39 39 18,6 5,23 19,5 
43 73 17,1 7,03 36,5 
Media grupo 56,42 20,9 7,51 28,21 
D.E grupo 26,42 2,73 3,71 13,21 
DE: Desviación estándar.
GRUPO TPx (TIORREDOXINA PEROXIDASA) 








3 28 19,5 2,75 14 
14 73 24,4 11,6 36,5 
15 43 20,01 5,37 21,5 
25 104 18,7 12,65 52 
28 66 21,11 8,37 33 
29 39 20,3 5,14 19,5 
44 77 19,9 8,84 38,5 
Media grupo 61,42 20,56 7,81 30,33 
D.E grupo 26,36 1,84 3,6 14,39 
DE: Desviación estándar. 
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Tabla 8.- Estudio de implantación de la carga parasitaria y porcentajes de reducción de 
la misma en los diferentes grupos estudiados. 
ESTUDIO DE REDUCCIÓN DE CARGA PARASITARIA 
Grupo GRUPO CI GRUPO CL1 GRUPO TPx 
Total parásitos 644 395 430 
Media±DE 92±53,04 56,42±26,42 61,42±26,36 
% Reducción carga 0% 38,66% 33,22% 
DE: Desviación estándar. 
El número total de parásitos obtenidos en los grupos infectados fue de 644 
(grupo CI, control infectado no inmunizado), 395 (grupo CL1, inmunizado con 
catepsina L1) y 430 (grupo TPx, inmunizado con tiorredoxina peroxidasa). El número 
medio por animal fue de 92±53,04 en el grupo CI; 56,42±26,42 en el grupo CL1 y 
61,42±26,36 en el grupo TPx. Si determinamos el porcentaje de variación de la carga 
parasitaria en los grupos inmunizados respecto al grupo control infectado, los resultados 
indican una disminución del 38,66% en el grupo CL1 y del 33,22% en el grupo TPx. 
Sin embargo, el estudio estadístico demostró que no había diferencias significativas al 
comparar el número de parásitos del grupo CI con los grupos inmunizados (grupos CI-
CL1 P=0,12; grupos CI-TPx P=0,22) debido a la gran variabilidad individual. En cuanto 
al porcentaje de implantación, éste fue del 46% en el grupo CI, 28,21% en el grupo CL1 
y 30,33% en el grupo TPx.  
La longitud media de los parásitos recuperados, expresada en milímetros, fue de 
21,04±3,48, 20,9±3,38 y 20,56±2,22 para los grupos CI, CL1 y TPx, respectivamente. 
El análisis estadístico no reveló diferencias significativas entre el grupo control y los 
grupos inmunizados. 
2.- Estudio biopatológico 
 Los niveles séricos de enzimas hepáticas relacionadas con la fasciolosis (GLDH, 
como marcador de daño en los hepatocitos y GT, como marcador de daño de epitelio 
biliar) proporcionan, como ya se ha comentado en la revisión bibliográfica, información 
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útil para determinar el daño hepático durante la infección, parámetro importante para 
valorar la protección inducida por las vacunas frente a F. hepatica.  
2.1.- Niveles de Glutamato deshidrogenasa (GLDH) 
La evolución de los valores de GLDH se expresa en la Gráfica 2. A excepción 
del grupo CNI, en el cual se mantuvieron en un registro basal durante toda la 
experiencia, los valores séricos de esta enzima siguieron una evolución ascendente a 
partir del momento de la infección, alcanzándose un pico alrededor de las 8 spi. Los 
valores correspondientes al grupo inmunizado con catepsina L1 (grupo CL1) mostraron, 
en general, datos inferiores al grupo no vacunado. Sin embargo, el análisis estadístico, 
no reveló variaciones significativas de los valores de GLDH entre el grupo CI y los 
grupos vacunados durante todo el transcurso de la experiencia.  
Gráfica 2.- Evolución de los niveles séricos de GLDH durante la experiencia en los 
cuatro grupos.  
























Grupo CI Grupo CL1 Grupo TPx Grupo CNI
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 2.2.- Niveles de Gamma Glutamil Transpeptidasa (GT) 
Los valores de GT se muestran en la Gráfica 3. En el caso de los animales no 
infectados el nivel sérico de esta enzima conservó valores basales. En los animales 
infectados, los niveles séricos de GT comenzaron a elevarse hacia la semana 10 pi, 
alcanzándose los mayores valores a las 20 spi, coincidiendo pues con la etapa de entrada 
de los parásitos en canalículos biliares. En los tres grupos infectados los valores de esta 
enzima siguieron esta misma dinámica. El análisis estadístico reveló un incremento 
significativo (p<0,05) del valor de GT entre los grupos CI y CL1 en las semanas 4, 10 
y 23 pi. No se detectaron diferencias significativas entre los grupos CI y TPx durante el 
desarrollo de la experiencia. 
Gráfica 3.- Evolución de los niveles séricos de GT durante la experiencia en los cuatro 
grupos testados. 
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3.- Estudio Anatomopatológico 
 Para llevar a cabo el estudio anatomopatológico, se procedieron a describir las 
lesiones observadas macroscópicamente en los hígados y nódulos linfáticos hepáticos 
de los animales de los diferentes grupos. Posteriormente, se describieron los hallazgos y 
alteraciones microscópicas observadas tanto en hígado como en nódulos linfáticos 
hepáticos.  
3.1.- Hígado  
Se realizó una valoración macroscópica y microscópica de las lesiones hepáticas.  
Lesiones hepáticas macroscópicas
Los  hígados del grupo CNI (control no infectado) no presentaron alteraciones 
macroscópicas, mientras que en el grupo CI (control infectado), dos animales mostraron 
lesiones hepáticas discretas, tres moderadas y otros dos mostraron lesiones severas. La 
lesión principal observada fue una perihepatitis fibrosa severa, particularmente en el 
lóbulo izquierdo, aunque en algunos animales también en el derecho, apareciendo una 
variable cantidad de trayectos tortuosos blanquecinos sobre la superficie hepática (Fig. 
5). Los conductos biliares principales y la vesícula biliar aparecieron dilatados y 
aumentados de tamaño conteniendo parásitos maduros, huevos y bilis de consistencia 
espesa y arenosa. Al corte, tanto la pared de los conductos biliares principales como la 
de la vesícula biliar aparecieron aumentadas de grosor y con evidente fibrosis. También 
se observaron en algunos hígados del grupo CI nodulaciones de gran tamaño en el 
parénquima hepático que, al corte, presentaron una fina cápsula conectiva y un 
contenido hemorrágico (hemorragias capsuladas consecuencia de la migración 
parasitaria). 
En el grupo CL1 el hígado de un animal apareció prácticamente inalterado, dos 
animales mostraron lesiones hepáticas discretas, otros dos animales lesiones moderadas 
y dos presentaron lesiones hepáticas severas, consistentes en perihepatitis fibrosa con 
numerosos trayectos tortuosos de color blanquecino en el lóbulo izquierdo, siendo 
escasos a moderados en el lóbulo derecho. Los conductos biliares y vesícula biliar 
estaban dilatados y de color blanquecino externamente (Fig. 6). 
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Por su parte, en el grupo TPx cuatro animales presentaron discretas lesiones 
hepáticas y en otros tres se observaron lesiones moderadas similares a las descritas en 
los grupos anteriores (Fig. 7). 
Lesiones hepáticas microscópicas
La valoración microscópica de las lesiones hepáticas en los tres grupos 
infectados se muestra en la Tabla 9.
 Los  hígados del grupo CNI presentaron características microscópicas típicas de 
un hígado caprino normal. En los espacios porta se observaron las estructuras típicas 
(conducto biliar, vena y arteria portal) con escaso tejido conectivo entre ellas y 
ocasionales linfocitos, células plasmáticas y macrófagos. 
En el grupo CI apareció una perihepatitis fibrosa con proliferación de tejido 
conectivo fibroso y presencia eventual de infiltrado inflamatorio de distribución focal 
constituido principalmente por macrófagos cargados con hemosiderina, linfocitos y 
células plasmáticas en la cápsula hepática. La arquitectura del hígado se encontraba 
severamente alterada debido al abundante infiltrado linfoplasmocitario (Fig. 8A), con 
frecuencia formando folículos linfoides (Fig. 8B), numerosos trayectos crónicos 
constituidos por macrófagos cargados de hemosiderina (Fig. 8C), severa fibrosis portal 
y eventualmente granulomas con un centro necrótico acidófilo, que a veces mostraban 
calcificación, y que aparecían rodeados por macrófagos y algunas células gigantes 
multinucleadas (Fig. 8D). Se constató igualmente una severa hiperplasia colangiolar, 
con presencia de conductos biliares de gran tamaño que presentaban hiperplasia del 
epitelio colangiolar, con descamación y presencia de detritus celulares en su luz (Fig. 
8E). También se observaron ocasionales lagunas hemáticas. En algunos espacios porta 
se observó un infiltrado de eosinófilos variable (de escaso a abundante en algunos 
animales). El infiltrado de leucocitos globulares se observó entre las células epiteliales 
de conductos biliares, particularmente en los de mayor tamaño, siendo muy variable de 
unos animales a otros (Fig. 8F). En el interior algunos conductos biliares se encontraron 
ocasionales huevos de F. hepatica.  
En el grupo CL1, la cápsula de Glisson aparecía engrosada por una proliferación 
de tejido conectivo que se acompañaba de un infiltrado inflamatorio compuesto por 
macrófagos, linfocitos y células plasmáticas, coincidiendo con puntos de penetración 
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del parásito. Comparada con el grupo CI, la estructura hepática se encontraba 
significativamente más preservada (Fig. 9A) debido a la ausencia de granulomas, menor 
presencia de trayectos crónicos (Fig. 9D) y menor número de folículos linfoides (Fig. 
9C) e infiltrado linfocitario difuso. Sin embargo, a diferencia de lo observado en el 
anterior grupo, el infiltrado de eosinófilos era mucho más severo, llegando en 
determinadas zonas a sustituir al parénquima hepático (Fig. 9E). Se observó una 
moderada a severa fibrosis periportal (Fig. 9B) así como moderada hiperplasia 
colangiolar. No se constató la presencia de leucocitos globulares en los animales de este 
grupo, así como tampoco huevos del parásito en la luz de los conductos biliares.  
 En el caso del grupo TPx, inmunizado con Tiorredoxina peroxidasa, la cápsula 
hepática mostraba una moderada perihepatitis con depósito de tejido conectivo e 
infiltrado linfocitario así como macrófagos cargados de hemosiderina en zonas de 
penetración del parásito (Fig. 10A). La estructura hepática se encontraba severamente 
modificada debido a un intenso infiltrado linfoplasmocitario, que eventualmente se 
constituía en folículos linfoides; así como por la presencia de numerosos trayectos 
crónicos (Fig. 10C) y eventuales granulomas con centro necrótico (Fig. 10D). 
Ocasionalmente se observó un infiltrado difuso de eosinófilos que rodeaba las zonas 
más lesionadas. En numerosos animales se constataron ocasionales lagunas hemáticas 
formadas por espacios cargados de plasma y eritrocitos (Fig. 10F). Los espacios porta 
mostraron una fibrosis portal severa y una moderada hiperplasia colangiolar. En estos 




Tabla 9.- Valoración de las lesiones hepáticas en los tres grupos infectados. 
GRUPO Â PH FL TC GR FP HC LG EO LH HV 
2 - ++ ++ - ++ ++ + +/- - - 
9 + ++/+++ ++ - +++ +++ ++ + - + 
12 +/- + +/- - + ++ ++ ++ - - 
13 + + + + ++ ++ - - - - 
23 - + + - ++ ++ - +/- + - 
42 + - +/++ + ++ ++ - + + - 
CI 
45 + +/- ++ - +++ +++ + + - - 
1 - +/- - - + +/++ - +++ - - 
8 +/- +/- + - +/++ ++ - + + - 
21 +/- - - - ++ ++ - ++ - - 
26 +/- + ++ - ++/+++ ++ - + - - 
34 ++ + ++ + ++ ++ - + - - 
39 +/- +/- + - ++ ++ - + - - 
CL1 
43 + +/- + - ++ +/++ - +++ - - 
3 +/- + +/++ - ++ ++ - ++ +/- - 
14 +/- +/- + - ++ ++ - +/++ ++ + 
15 + - + - +/++ + - - - - 
25 + + ++ - ++/+++ ++ - ++ +/- - 
28 ++ +/++ +/++ +/- ++ ++ - - - - 
29 +/- + ++ - ++ ++ - +/- - - 
TPx 
44 + +/- ++ ++ ++ +/++ - ++ - - 
PH: Perihepatitis; FL: Folículos linfoides; TC: trayectos crónicos; GR: Granulomas; FP: Fibrosis 
periportal; HC: Hiperplasia colagiolar; LG: Leucocitos globulares; EO: Eosinófilos; LH: Lagunas 
hemáticas; HV: Presencia de huevos de Fasciola hepatica. 
Con el objetivo de realizar una comparación más intuitiva de las lesiones 
hepáticas observadas en los grupos de la experiencia, así como poder estudiar 
estadísticamente diferencias entre ellos, se le asignaron valores numéricos a cada grado 
de lesión observada. Así pues, se transformaron los valores semicuantitativos en valores 
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numéricos del siguiente modo: -: ausencia (0); -+: discreto (0,5); +: moderado (1); ++: 
severo (2); +++: muy severo (3). 
Asignando un valor numérico a las valoraciones anteriores se pudo crear una 
gráfica resumen donde podemos observar en su conjunto el análisis de las lesiones en 
los tres grupos infectados. Como puede observarse en la gráfica 4., el grupo control 
infectado (CI) y el grupo inmunizado con Tiorredoxina Peroxidasa (TPx) presentaron 
unas lesiones muy similares mientras que el grupo inmunizado con catepsina L1 (CL1) 
presentó lesiones menos severas que los grupos anteriores; salvo en la presencia de 
eosinófilos, donde sí se aprecia un ligero incremento respecto al grupo control infectado 
(grupo CI). Los leucocitos globulares únicamente fueron observados en el grupo control 
infectado no inmunizado.  








PH FL TC GR FP HC LG EO LH HV
Grupo CI Grupo CL1 Grupo Tpx
0: Ausencia ; 0,5: Discreto ; 1: Moderado ; 2: Severo ; 3: Muy severo. 
PH: Perihepatitis; FL: Folículos linfoides; TC: trayectos crónicos; GR: Granulomas; FP: Fibrosis 
periportal; HC: Hiperplasia colagiolar; LG: Leucocitos globulares; EO: Eosinófilos; LH: Lagunas 
hemáticas; HV: Presencia de huevos de Fasciola hepatica. 
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Figura 5.- Aspecto macroscópico de los hígados correspondientes al grupo CI (grupo control 
infectado). Los números en el recuadro rojo indican la identificación del animal, mientras que el 















Figura 6.- Aspecto macroscópico de los hígados correspondientes al grupo CL1 (grupo inmunizado 
con Catepsina L1). Los números en el recuadro rojo indican la identificación del animal, mientras que el 
















Figura 7.- Aspecto macroscópico de hígados correspondientes al grupo TPx (grupo inmunizado con 
Tiorredoxina peroxidasa). Los números en el recuadro rojo indican la identificación del animal, el 

















Figura 8.- Aspecto microscópico de los hígados correspondientes al grupo CI (grupo control 
infectado). Se constata un cambio severo en la arquitectura hepática con presencia de abundante 
infiltrado mononuclear (A), numerosos folículos linfoides (B), trayectos crónicos formados por 
abundantes macrófagos cargados con hemosiderina (C), zonas de necrosis con formación de 
granulomas calcificados (D), colangitis con severa fibrosis periportal (E) así como proliferación del 








Figura 9.- Aspecto microscópico de los hígados correspondientes al grupo CL1 (grupo inmunizado 
con Catepsina L1). En este grupo la arquitectura hepática mostró cambios leves (A). La imagen B 
corresponde a una tinción con tricrómico de Masson, en la cual se aprecia de color verdoso la 
fibrosis periportal. Los hígados de este grupo mostraron escasos folículos linfoides (C) y moderado 
infiltrado linfoplasmocitario periportal (D), siendo sin embargo mucho más severo el infiltrado por 
eosinófilos (E). En la microfotografía F se aprecia un moderado infiltrado linfoplasmocitario periportal, 








Figura 10.- Aspecto microscópico de los hígados correspondientes al grupo TPx (grupo 
inmunizado con Tiorredoxina peroxidasa). Los hígados de los animales de este grupo mostraron 
una severa perihepatitis fibrosa (A), numerosos trayectos crónicos (C), granulomas (D) y lagunas 
hemáticas (F). Sin embargo, algunos individuos preservaron prácticamente intacta la arquitectura 
hepática (B). La presencia de huevos del parásito en conductos biliares (E) fue ocasional, siendo en 








 3.2.- Nódulos linfáticos hepáticos  
 El peso de los nódulos linfáticos hepáticos (NLH) fue de 12,57±4,68, 
13,85±3,97, 14,00±4,58 y 2,1±0,67 gramos en los grupos CI, CL1, TPx y CNI,
respectivamente (Gráfica 5). El peso individualizado de los animales de cada uno de los 
grupos infectados se muestra en la Tabla 10. El peso de los NLH fue mayor en el grupo 
TPx, seguido por el CL1 y finalmente el grupo CI. 
Tabla 10.- Peso en gramos de nódulos linfáticos hepáticos en los animales de los 
diferentes grupos utilizados en la experiencia. 

































El estudio estadístico demostró diferencias significativas (P<0,05) entre los tres 
grupos infectados respecto al grupo control negativo (grupo CNI), mientras que no 
aparecieron diferencias significativas entre los grupos infectados. Un estudio de 
correlación entre el número de fasciolas recuperadas y el peso de los NLH demostró 
correlación significativa entre ambos parámetros al analizar todos los grupos (r=0,46; 
P=0,01). Sin embargo esta relación no se repitió al calcularla para grupos aislados: 
grupo CI (r=-0,55; P=0,2),  grupo CL1 (r=-0,7; P=0,06), grupo TPx (r=-0,2; P=0,71).    




















Grupo CI Grupo CL1 Grupo TPx Grupo CNI
Macroscópicamente los NLH aparecían de un color grisáceo, observándose en la 
superficie de corte hiperplasia de corteza y médula. En algunos animales se observó la 
presencia de hiperemia en médula. También se apreció un aumento en el tamaño de los 
NLH correspondientes a los tres grupos infectados respecto al grupo control no 
infectado (Fig.11). 
Microscópicamente, en el grupo CNI los NLH mostraron mayoritariamente 
folículos linfoides primarios, mostrando sólo algunos un centro germinal activo, siendo 
Peso (gr) GRUPO CI GRUPO CL1 GRUPO TPx GRUPO CNI 
MEDIA 12,57 13,85 14 2,1 
D.E 4,68 3,97 4,58 0,67 
      *
    * *
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también escaso el tejido linfoide interfolicular y los cordones medulares, lo que indicaba 
signos de una escasa respuesta inmunitaria. 
Tabla 11.- Valoración de las alteraciones a nivel de nódulos linfáticos hepáticos en los 
tres grupos infectados.  
GRUPO Animal HFol HPc HCM MF EO 
2 ++ ++ ++ - - 
9 +++ ++ ++/+++ - + 
13 ++ ++ ++ - + 
12 ++ ++ ++ - ++ 
23 ++/+++ ++ + - - 
42 +++ ++ ++ - - 
CI 
45 +++ ++ ++ - - 
1 ++ + ++ - - 
8 ++/+++ +/++ + - - 
21 +/++ ++ + - - 
26 ++ + + - - 
34 +/++ +/++ ++ - - 
39 ++/+++ ++ + - - 
CL1 
43 ++ ++ ++ - - 
3 ++/+++ +/++ +/- - + 
14 +++ ++ ++ - + 
15 ++ ++ ++ - - 
25 ++/+++ ++ ++ - +/- 
28 ++ ++ +/++ - + 
29 ++ ++ +/- - - 
TPx 
44 ++ ++ ++ + - 
HFol: Hiperplasia de folículos linfoides; HPc: Hiperplasia de la paracorteza; HCM: Hiperplasia 
de cordones medulares; MF: Presencia de macrófagos cargados de hemosiderina; EO:
Presencia de eosinófilos en la médula. 
Las lesiones en los NLH de los grupos infectados fueron similares. En los tres 
grupos infectados los NLH mostraron una severa  hiperplasia de folículos linfoides, los 
cuales presentaban unos centros germinales muy activos. El tejido interfolicular también 
estaba aumentado respecto al del grupo control no infectado (CNI), aunque en menor 
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proporción que los folículos linfoides. Los cordones medulares de los NHL de los 
grupos infectados mostraban aumento marcado del grosor debido al acúmulo de 
numerosas células plasmáticas y, en menor medida, linfocitos. En senos linfáticos 
medulares de algunos animales infectados existía variable cantidad de macrófagos 
cargados de hemosiderina y, en ocasiones, infiltrado de eosinófilos. 
Como puede observarse en la gráfica 6, los tres grupos parasitados presentaron 
cambios muy similares respecto a la hiperplasia de folículos linfoides, paracorteza y 
cordones medulares siendo dichos cambios ligeramente más marcados en el grupo no 
inmunizado (CI) y menos severos en el inmunizado con Catepsina L1 (CL1). En este 
último grupo no se observó presencia de eosinófilos en senos medulares. Únicamente en 
los animales del grupo inmunizado con Tiorredoxina Peroxidasa (TPx) se constató la 
presencia de macrófagos cargados de hemosiderina en senos medulares.  
Gráfica 6.- Valoración de las alteraciones en nódulos linfáticos hepáticos en los tres 









Hfol HPc HCM MF EO
Grupo CI Grupo CL1 Grupo TPx
0: ausencia ; 0,5: discreto ; 1: moderado ; 2: severo ; 3: muy severo. 
Hfol: Hiperplasia de folículos linfoides; HPc: Hiperplasia de la paracorteza; HCM: Hiperplasia 
de cordones medulares; MF: Presencia de macrófagos cargados de hemosiderina; EO:
Presencia de eosinófilos en la médula. 
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Grupo Control No Infectado
  
Grupo Control Infectado
Grupo inmunizado con Catepsina L1
Grupo inmunizado con Tiorredoxina Peroxidasa
Figura 11.- Aspecto macroscópico de los nódulos linfáticos hepáticos correspondientes a los grupos 
control no infectado, infectado no inmunizado, inmunizado con Catepsina L1 e inmunizado con 
Tiorredoxina peroxidasa, respectivamente.   
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4.- Estudio morfométrico 
4.1.- Estudio macroscópico 
 Los resultados individuales del estudio morfométrico macroscópico del hígado 
se muestran en la Tabla 12 mientras que el resumen de los resultados se muestra en la 
Gráfica 7. El porcentaje de la superficie hepática dañada fue de 50,01±14,94, 
33,37±14,9 y 27,85±3,42 en los grupos CI, CL1 y TPx, respectivamente. Este estudio 
no se llevó a cabo en el grupo control negativo CNI, pues no se observaron lesiones de 
perihepatitis fibrosa en dichos hígados.  
Tabla 12.- Tabla donde se muestran los datos individuales por animal correspondientes 
al estudio morfométrico macroscópico en los grupos infectados. Los datos aparecen 
expresados como el porcentaje de superficie hepática afectada por perihepatitis fibrosa 
promediado entre las caras visceral y diafragmática del hígado. 



























 El estudio estadístico demostró diferencias significativas entre los grupos 
inmunizados y el control de infección. Así, el grupo inmunizado con Catepsina L1 
mostró una reducción significativa (P<0,05) en este parámetro respecto al grupo CI. Por 
su parte, el grupo TPx mostró una reducción muy significativa (P<0,01) respecto al 
grupo no inmunizado (CI). Un estudio de correlación entre el número de fasciolas 
recuperadas y las lesiones hepáticas macroscópicas demostró una correlación 
significativa al estudiar los datos de todos los grupos (r=0,56; P=0,004). Sin embargo, 
dicha correlación no se conservó al analizar los grupos aisladamente: grupo CI (r=-0,52; 
P=0,23), grupo CL1 (r= 0,21; P=0,66), grupo TPx (r=0,7; P=0,23). 
Gráfica 7.- Gráfica resumen de los resultados del estudio morfométrico macroscópico 
de la superficie hepática expresado como porcentaje medio de perihepatitis fibrosa respecto a 






















Grupo CI Grupo CL1 Grupo TPx
 GRUPO CI GRUPO CL1 GRUPO TPx 
MEDIA 50,01 % 33,37 % 27,85 % 
D.E 14,94 % 14,9 % 3,42 % 
 *
    * 
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4.2.- Estudio morfométrico microscópico del parénquima 
hepático 
4.2.1.- Evaluación morfométrica del área total lesionada
Los resultados correspondientes a este estudio morfométrico de los cortes 
histológicos, en el cual se evalúo la superficie hepática ocupada por espacios porta y 
área lesionada (fibrosis,  infiltrado inflamatorio, trayectos crónicos y granulomas), se 
muestran de forma individualizada en la Tabla 13 y resumida en la Gráfica 8.  
Tabla 13.- Superficie de espacios porta, fibrosis e infiltrado inflamatorio. Resultados 
individuales correspondientes a los animales de los grupos utilizados durante la experiencia, 
expresados en mm2 / 8,5 mm2.  

































El estudio estadístico demostró diferencias significativas de los tres grupos 
infectados respecto al control no infectado (P<0,01). Al comparar el grupo no 
inmunizado con los vacunados se encontraron diferencias significativas entre los grupos 
CI y CL1 (P<0,05). También se observaron diferencias entre el grupo CI y TPx, si bien 
no fueron significativas (P=0,55). El estudio de correlación aplicado entre el número de 
fasciolas recuperadas y el área lesionada demostró una significativa correlación entre 
ambos parámetros (r=0,68; P=0,0009). Dicha correlación no se observó al estudiar 
ambos parámetros aisladamente en cada grupo (Grupo CI: r=0,08 P=0,91; Grupo CL1: 
r=-0,4 P=0,75; Grupo TPx: r=0,4 P=0,51). 
Gráfica 8.- Superficie de espacios porta, fibrosis e infiltrado inflamatorio. Resumen los 
resultados en los grupos analizados, expresados en mm2 / 8,5 mm2. *P<0,05 respecto al grupo 























Grupo CI Grupo CL1 Grupo TPx Grupo CNI
 GRUPO CI GRUPO CL1 GRUPO TPx GRUPO CNI 
MEDIA 3,019 1,242 1,735 0,480 
D.E 1,663 0,176 0,509 0,089 
   *




4.2.2.- Evaluación morfométrica de la hiperplasia ductal
La superficie ocupada por los conductos biliares se muestra de forma 
individualizada en la Tabla 14 y de forma resumida en la Gráfica 9. El estudio 
estadístico demostró un aumento significativo del área de conductos biliares en los 
grupos infectados CI y TPx respecto al grupo control negativo (P<0,05). Sin embargo, 
no se observaron diferencias entre la superficie ocupada por conductos biliares en el 
grupo no infectado y el grupo inmunizado con Catepsina L1 (CL1). Al comparar los tres 
grupos infectados, se observó una reducción significativa en este parámetro (P<0,05) en 
el grupo CL1 respecto al grupo CI.  
Tabla 14. Superficie de conductos biliares. Resultados individuales correspondientes a 
los animales de los grupos utilizados en la experiencia, expresados en mm2 / 8,5 mm2.

































Al realizar un estudio estadístico se demostró una correlación significativa entre 
el número de parásitos recuperados en cada animal y la hiperplasia ductal medida 
mediante morfometría (r=0,49; P=0,02). No obstante, dicha correlación no se observó al 
realizar los cálculos para cada grupo individual (Grupo CI: r=-0,31 P=0,56; Grupo CL1: 
r=-0,8 P=0,33; Grupo TPx: r=0,3 P=0,68). 
Gráfica 9. Superficie de conductos biliares. Resultados expresados en mm2 / 8,5 mm2. 


























Grupo CI Grupo CL1 Grupo TPx Grupo CNI
 GRUPO CI GRUPO CL1 GRUPO TPx GRUPO CNI 
MEDIA 0,391 0,112 0,215 0,075 
D.E 0,222 0,011 0,096 0,045 
4.3.- Estudio morfométrico en nódulos linfáticos 
hepáticos 
 El porcentaje de superficie de corteza linfoide ocupada por los folículos linfoides 
(como medida de hiperplasia de los mismos) se detalla de forma individual en la Tabla 
15 y de forma resumida en la Gráfica 10. El estudio estadístico demostró que el área 
ocupada por los folículos linfoides en el grupo CNI (control no infectado) fue 
significativamente menor que en los tres grupos infectados (P<0,05). Entre los grupos 
infectados no se obtuvieron diferencias significativas. El test de Spearman no demostró 
 *
*
    **
Resultados 
163
correlación entre el porcentaje de corteza ocupada por los folículos y la carga parasitaria 
ni de forma global (r=0,36, P=0,11) ni independientemente en los grupos CI (r=-0,42 
P=0,41) o CL1 (r=0,2 P=0,91). No obstante, en el grupo TPx (inmunizado con 
Tiorredoxina Peroxidasa) se constató una correlación negativa significativa entre ambos 
parámetros: r=-1 P=0,01. 
  
Tabla 15.- Porcentaje de la corteza ocupada por los folículos linfoides. Resultados 
individuales correspondientes a los animales de los grupos utilizados en la experiencia.

































Gráfica 10.- Porcentaje de la corteza ocupada por los folículos linfoides. * =P<0,05 





























Grupo CI Grupo CL1 Grupo TPx Grupo CNI
 GRUPO CI GRUPO CL1 GRUPO TPx 
GRUPO 
CNI 
MEDIA 26,83 % 32,07 % 33,53 % 13,81 % 
D.E 6,43 % 5,58 % 9,36 % 1,95 % 
5.- Estudio inmunohistoquímico 
5.1.-Hígado 
 Los contajes de células inmunorreactivas realizados de forma individualizada 
para cada animal de los grupos del ensayo vacunal se muestran en en la Tabla 16. Por su 
parte, en la Tabla 17 quedan reflejadas las medias por grupo de cada uno de los contajes 
realizados junto con la desviación estándar. 
 En todos los contajes realizados para todos los anticuerpos se encontró un 
aumento muy significativo en los grupos infectados frente al grupo control negativo de 
infección (CNI), al aplicar un test ANOVA para estudios no pareados (P<0,0001). El 
resumen de los resultados del estudio inmunohistoquímico en hígado se muestra en las 
Gráficas 11 y 12 así como en las Figuras 12, 13 y 14.  
 *




Tabla 16.- Número medio de células inmunorreactivas por campo de 0,2 mm2 en cada 
animal frente a los distintos anticuerpos empleados mediante técnicas inmunohistoquímicas. 
GRUPO Animal CD2 CD4 CD8 TCR-I IL-4 IFN IgG 
2 530 280 165 11 10 5 34 
9 575 291 186 14 8 0 65 
12 526 275 168 22 14 14 48 
23 525 275 171 18 15 10 29 
42 529 149 108 26 23 18 12 
CI 
45 475 187 136 7 14 5 15 
1 254 83 63 16 3 4 16 
8 378 168 62 5 5 9 10 
21 257 49 64 5 7 9 14 
CL1 
43 177 51 94 17 6 3 36 
3 379 108 142 2 0 0 29 
14 279 161 125 3 0 0 24 
25 259 103 57 3 0 25 15 
29 423 281 148 7 0 0 21 
TPx 
44 476 256 147 10 0 24 16 
CN1 12 3 1 0 0 0 0 
CN2 9 8 8 0 0 0 0 
CN3 8 6 3 0 0 0 0 
CN4 11 5 7 0 0 0 0 
CNI 
CN5 10 6 2 0 0 0 0 
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Gráfica 11.- Gráfica resumida de los contajes correspondientes al estudio 
inmunohistoquímico en hígado (anticuerpos anti-CD2, CD4 y CD8) expresados en media ± DE 























Grupo CI Grupo CL1 Grupo TPx Grupo CNI
Gráfica 12.- Gráfica resumida de los contajes correspondientes al estudio 
inmunohistoquímico en hígado (anticuerpos anti-IL4, IFN, TCR y anti-IgG) expresados en 























Grupo CI Grupo CL1 Grupo TPx Grupo CNI
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 *
      *
   
           *  * 
      *
    *
    *
       *       *
  *  *      * *    *
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Tabla 17.- Número medio por grupo de células inmunorreactivas a los distintos 
anticuerpos testados mediante técnicas inmunohistoquímicas (células/campo 0,2 mm2).  
Anticuerpo Grupo CNI Grupo CI Grupo CL1 Grupo TPx 
CD2 10±1,5 526,6±31,7 266,5±83,0 363,2±92,8 
CD4 5,6±1,8 242,8±59,4 87,7±55,7 181,8±82,8 
CD8 4,2±3,1 155,6±28,4 70,7±15,5 123,8±38,4 
IL-4 0 14±5,1 5,2±1,7 0 
IFN 0 8,6±6,6 6,2±3,2 9,8±13,4 
 0 16,3±7 10,7±6,6 5±3,3 
IgG 0 33,8±22,5 18.85±11,7 21,1±6,8 
a) Anticuerpo monoclonal anti-CD2
Con el anticuerpo monoclonal anti-CD2 se observó un patrón de 
inmunorreacción citoplasmático e intenso en linfocitos localizados en el infiltrado 
inflamatorio de espacios porta y alrededor de granulomas, siendo escasos los linfocitos 
CD2+ en el infiltrado inflamatorio que formaba folículos linfoides. El grupo control no 
infectado (grupo CNI) mostró ocasionales linfocitos CD2+ en espacios porta y en 
sinusoides. Se encontró una reducción estadísticamente muy significativa en ambos 
grupos vacunados respecto al control de infección (grupo CI) en el número de linfocitos 
CD2+ en el hígado (entre los grupos CI-CL1 P=0,0048; entre CI-TPx P=0,0043). De 
igual forma, se observó que el número de linfocitos CD2+ fue significativamente menor 
(P=0,03) en el grupo CL1 respecto al TPx (ver Gráfica 13). 
b) Anticuerpo monoclonal anti-CD4
Los resultados obtenidos con el anti-CD4 constataron un patrón de 
inmunotinción citoplasmático e intenso en linfocitos con la misma localización que el 
anticuerpo anti-CD2. El estudio estadístico mostró un aumento significativo en todos 
los grupos infectados respecto al grupo CNI (P<0,0001). Entre los grupos infectados de 
nuevo el grupo CL1 mostró un infiltrado de linfocitos CD4 significativamente más 
reducido que los grupos CI y TPx (Gráfica 14). Así, al comparar el grupo control 
infectado con el grupo vacunado con CL1 se obtuvo un valor de P=0095, lo que indica 
diferencias estadísticamente muy significativas. El grupo TPx también presentó un 
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infiltrado CD4+ menor que el grupo CI, pero dicha reducción no fue significativa. Por 
otra parte, la comparación entre los  dos grupos inmunizados (grupo CL1 frente a grupo 
TPx) mostró diferencias significativas (P<0,05) entre ambos. 
Gráfica 13.- Resultados del estudio inmunohistoquímico para el anticuerpo anti-CD2 en 
hígado expresados como media ± DE por campo de 0.2 mm2. * =P<0,05 respecto al control no 























Grupo CI Grupo CL1 Grupo TPx Grupo CNI
Gráfica 14.- Resultados del estudio inmunohistoquímico para el anticuerpo anti-CD4 en 
hígado expresado como media ± DE por campo de 0.2 mm2. * =P<0,05 respecto al control no 























Grupo CI Grupo CL1 Grupo TPx Grupo CNI
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c) Anticuerpo monoclonal anti-CD8
Los linfocitos CD8+ (Gráfica 15) mostraron un aumento muy significativo en 
los tres grupos infectados respecto al grupo control negativo (P<0,0001). En el grupo 
CL1 se observó una reducción significativa del número de linfocitos T CD8+ respecto 
al grupo infectado no vacunado (CI-CL1 P=0,0048). De nuevo el grupo vacunado con 
TPx mostró menor número de linfocitos CD8+ que el grupo CI, pero esta diferencia no 
fue significativa estadísticamente. En cuanto a su distribución, presentó el mismo patrón 
que los linfocitos CD4+ y CD2+, aunque nunca se presentaban en el interior de 
folículos linfoides. 
Gráfica 15.- Resultados del estudio inmunohistoquímico para el anticuerpo anti-CD8 en 
hígado expresado como media ± DE por campo de 0.2 mm2. * =P<0,05 respecto al control no 






















Grupo CI Grupo CL1 Grupo TPx Grupo CNI
d) Anticuerpo monoclonal anti- (anti-TCR I)
Los linfocitos + fueron identificados usando un anticuerpo monoclonal 
específico contra cadenas del receptor TCR tipo I (específico de los mismos). Estos 
linfocitos fueron más numerosos en el grupo CI (control no vacunado), mientras que 
fueron ocasionales en los grupos CL1 y TPx. No se pudo demostrar la presencia de este 
tipo de linfocitos en hígados de cabras no infectadas por F. hepatica. Estadísticamente 
se observaron diferencias significativas entre los grupos infectados y el control negativo 
así como entre el grupo CI y el grupo TPx (ver Gráfica 16). En cuanto al patrón de 
                  * 
            * 
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inmunotinción se constató que las células positivas se localizaron principalmente en 
espacios portas y trayectos crónicos que sufrían fibrosis. 
Gráfica 16.- Resultados del estudio inmunohistoquímico para el anticuerpo anti-TCR-I 
en hígado expresado como media ± DE por campo de 0.2 mm2. * =P<0,05 respecto al control 
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e) Anticuerpo policlonal anti-IgG caprina
El anticuerpo policlonal anti-IgG caprina mostró un patrón de inmunorreacción 
característico en algunos linfocitos y sobre todo en células plasmáticas localizadas en 
espacios porta, particularmente en los animales que mostraban severa hiperplasia de 
conductos biliares, así como en la periferia de algunos granulomas y en trayectos 
crónicos. En los tres grupos infectados se observó un aumento significativo del número 
de células IgG+ respecto al control no infectado (P<0,0001). Entre los grupos 
infectados, el grupo Tpx mostró un infiltrado significativamente más reducido de 
células IgG+ comparado con el grupo CI (P=0,01) y CL1 (P=0,02) (Gráfica 17). 
f) Anticuerpo monoclonal anti-IL-4 bovina
El anticuerpo anti-IL-4 bovina mostró reacción cruzada con tejidos caprinos 
(como ya había sido demostrado) si bien el número de células positivas fue escaso tanto 
en los animales vacunados como en el control no vacunado (ver Gráfica 18). Las células 
                  * 
             * 
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positivas en hígado fueron aislados linfocitos en el infiltrado y sobre todo algunos 
linfocitos presentes en folículos linfoides periportarles. Estadísticamente se constató que 
el número de células positivas fue significativamente menor en los animales vacunados 
respecto al grupo CI (entre grupos CI-CL1 P=0,0048; entre CI-TPx P<0,001). En el 
caso del grupo TPx fue imposible demostrar la presencia de células positivas a este 
anticuerpo en el infiltrado hepático. 
Gráfica 17.- Resultados del estudio inmunohistoquímico para el anticuerpo anti-IgG en 
hígado expresado como media ± DE por campo de 0.2 mm2. * =P<0,05 respecto al control no 
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Gráfica 18.- Resultados del estudio inmunohistoquímico para el anticuerpo anti-IL-4 en 
hígado expresado como media ± DE por campo de 0.2 mm2. * =P<0,05 respecto al control no 
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g) Anticuerpo monoclonal anti-IFN
Al igual que en el caso anterior, el número de células inmunorreactivas frente a 
este anticuerpo fue muy escaso, siendo imposible demostrar la presencia de células 
IFN positivas en el grupo CNI. El anticuerpo reaccionó con linfocitos aislados en el 
infiltrado y sobre todo algunos linfocitos presentes en folículos linfoides periportales. 
Estadísticamente no se observaron diferencias entre los grupos infectados (Gráfica 19).  
Gráfica 19.- Resultados del estudio inmunohistoquímico para el anticuerpo anti-IFN
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Figura 12.- Imágenes microscópicas del estudio inmunohistoquímico en los hígados de animales del 
grupo CI (control infectado). Se aprecian numerosas células positivas frente al anticuerpo anti CD2, 
CD4 y CD8, sobre todo en regiones periportales. Las células positivas a los anticuerpos anti-TCR-I, 







Figura 13.- Imágenes microscópicas del estudio inmunohistoquímico en hígados del grupo CL1 
(inmunizado con Catepsina L1). Las células positivas a CD2, CD4 y CD8 fueron escasas, 
situándose mayormente en regiones periportales. Se observaron escasas células positivas al 
anticuerpo anti-TCR-I, al igual que al anticuerpo anti-IL-4. El número de células inmunopositivas 







Figura 14.- Imágenes microscópicas del estudio inmunohistoquímico en hígados del grupo TPx 
(inmunizado con Tiorredoxina peroxidasa). Al igual que en los otros grupos, las células positivas a 
CD2, CD4 y CD8 se localizaron en regiones periportales. Se observaron escasas células positivas a 
TCR-I e IL-4. El número de células inmunopositivas frente a IFN fue bajo, localizándose las mismas 







5.2.- Nódulos linfáticos hepáticos 
Los resultados del estudio inmunohistoquímico en los NLH para las poblaciones 
celulares analizadas en la corteza de los mismos se resume en las Tablas 18 y 20 así 
como en la Gráfica 20. En el caso de los anticuerpos anti-CD3 y anti-IgG se desglosan 
los resultados de las zonas foliculares e interfoliculares. En las Tablas 19 y 21 y en la 
Gráfica 21 aparecen los resultados correspondientes de la zona medular de los NLH.  
Tabla 18.- Número medio de células inmunorreactivas en corteza de NLH por campo 
de 0,2 mm2. En el caso de los anticuerpos anti-CD3 y anti-IgG se diferencia entre las células en 











2 628 1360 1302 723 531 52 5 509 39 208 
9 576 1394 1130 434 330 31 2 329 50 309 
12 552 1784 1433 742 501 20 8 715 34 181 
23 418 1420 1407 812 489 44 3 529 30 188 
42 424 1316 1592 714 620 25 4 937 41 154 
CI 
45 371 1121 1335 683 480 32 8 465 41 211 
1 444 1292 294 620 410 34 21 336 39 62 
8 275 1197 591 204 169 16 9 76 48 194 
21 519 1103 640 293 199 6 2 146 55 109 
CL1 
43 412 1197 636 307 263 45 10 108 47 121 
3 395 1202 960 283 273 7 2 227 53 189 
14 404 1168 824 358 373 4 3 367 66 87 
25 395 1304 1094 584 413 2 1 132 33 363 
29 391 1109 1075 459 378 8 2 296 59 117 
TPx 
44 434 1058 1146 532 317 4 2 262 54 188 
CN1 399 1069 200 100 33 0 1 2 29 61 
CN2 462 1164 187 76 24 0 0 3 24 107 
CN3 431 1116 167 118 22 0 0 2 45 205 
CN4 440 1131 245 125 40 0 0 2 32 124 
CNI 
CN5 422 1101 149 91 37 0 0 1 31 117 
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Tabla 19.- Número medio de células inmunorreactivas en médula de NLH por campo 
de 0,2 mm2 en cada animal frente a los distintos anticuerpos testados mediante técnicas 
inmunohistoquímicas. 
GRUPO Â CD2 CD4 CD8 IL-4 IFN TCR-I IgG 
2 795 371 342 17 4 200 383 
9 702 226 309 20 2 415 361 
12 802 241 406 31 3 113 398 
23 798 301 368 30 1 224 338 
42 753 315 418 30 4 246 435 
CI 
45 793 302 340 31 5 221 361 
1 386 211 166 10 0 76 518 
8 454 235 187 12 2 88 711 
21 502 140 201 2 0 134 293 
CL1 
43 548 341 132 3 0 100 507 
3 606 255 332 2 1 112 291 
14 557 264 246 4 1 231 229 
25 409 163 154 5 3 14 320 
29 671 248 290 4 0 93 321 
TPx 
44 638 146 218 3 2 55 288 
CN1 589 340 243 0 0 14 139 
CN2 498 189 289 0 0 19 137 
CN3 609 165 208 0 0 11 301 
CN4 614 221 240 0 0 8 192 
CNI 
CN5 551 191 267 0 0 10 191 
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Tabla 20.- Número medio de células inmunorreactivas en corteza de NLH por campo 
de 0,2 mm2 en cada grupo de la experiencia frente a los distintos anticuerpos testados 
mediante técnicas inmunohistoquímicas. En el caso de los anticuerpos anti-CD3 y anti-IgG se 
diferencia entre las células en zona folicular (Fol) y en zona interfolicular (IntF).
Anticuerpo Grupo CNI Grupo CI Grupo CL1 Grupo TPx 
CD3 Fol 431,1±44,3 495,2±103,7 412,9±125,1 404,5±20,3 
CD3 IntF 1116,9±67 1399,4±216,7 1197,7±94,4 1168,7±108,1 
CD2 189,7±45 1366,5±153,6 540,2±165,6 1019,8±128 
CD4 102,2±25,4 684,6±130,1 356±181,8 443,2±123,3 
CD8 31,9±8,6 491,8±94,2 260,2±107,2 350,8±55,4 
IL-4 0,02±0,01 34,3±15,8 25,2±17,5 5,7±2,9 
IFN 0,2±0,01 5,1±3,3 10,5±7,85 2,2±1,7 
 2,1±0,4 580,6±214,2 166,5±116,5 256,8±86,8 
IgG Fol 32,7±10,9 39,±9,1 47,6±8 53,2±17,3 
IgG IntF 124,8±73,3 208,4±68,6 121,9±66,7 189,5±150,9 
Tabla 21.- Número medio de células inmunorreactivas en médula de NLH por campo 
de 0,2 mm2 en cada grupo de la experiencia frente a los distintos anticuerpos testados 
mediante técnicas inmunohistoquímicas. 
Anticuerpo Grupo CNI Grupo CI Grupo CL1 Grupo TPx 
CD2 571±48 773,8±39,4 472,5±69,2 576,2±102,4 
CD4 221,1±69 292,6±52,7 231,7±83,2 215,2±56 
CD8 249,7±30 363,8±41,9 171,5±30 248±68,1 
IL-4 0,03±0,01 26,5±7,7 6,7±4,9 3,5±1,7 
IFN 0,01±0,01 3,19±1,4 0,5±1 1,5±0,1 
TCRI-I  12,4±2,1 236,5±98.9 99.5±25 101±81,8 
IgG 192,6±94 383,3±42,6 507,5±209 290,2±52,5 
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Gráfica 20.- Número de células inmunorreactivas en corteza de NLH por campo de 0,2 
mm2 en cada grupo de la experiencia frente a los distintos anticuerpos testados mediante 
técnicas inmunohistoquímicas. En el caso de los anticuerpos anti-CD3 y anti-IgG se diferencia 
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Gráfica 21.- Número medio de células inmunorreactivas en médula de NLH por campo 
de 0,2 mm2 en cada grupo de la experiencia frente a los distintos anticuerpos testados 
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a) Anticuerpo monoclonal anti-CD3
El anticuerpo anti-CD3 reaccionó con la mayoría de los linfocitos presentes en 
áreas interfoliculares en todos los grupos. En el caso de los folículos se observó una 
reacción moderada y, en ambos casos, el número de células positivas fue superior en el 
caso de los animales infectados respecto al control CNI (Gráfica 22). 
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Estadísticamente, se observó un significativo menor número de células CD3+ en 
los folículos del grupo CNI, TPx y CL1 respecto al grupo CI (Entre CNI-CI P=0,05; 
entre TPx-CI P=0,04; entre CL1-CI P=0,02). En el caso de las zonas interfoliculares se 
observó reducción significativa en este valor en todos los grupos respecto al CI (CNI-CI 
P=0,03; CL1-CI P=0,03; TPx-CI P=0,01). 
Gráfica 22.- Resultados del estudio inmunohistoquímico para el anticuerpo anti-CD3 en 
folículos y zonas interfoliculares de NLH expresado como media ± DE por campo de 0.2 mm2. * 
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.   
b) Anticuerpo monoclonal anti-CD2
El anticuerpo anti-CD2 reaccionó con la mayoría de los linfocitos de áreas 
interfoliculares y linfocitos de folículos en todos los grupos analizados, siendo el 
número de células positivas significativamente mayor en el grupo CI respecto a 
animales no infectados (P=0,022 tanto en corteza como médula). Dentro de los grupos 
infectados, el número de células positivas a este anticuerpo fue significativamente 
mayor en el grupo no vacunado respecto a los grupos inmunizados (Gráfica 23). Así 
pues los valores de P fueron significativos en el grupo TPx respecto al CI (P=0,0043 en 
corteza y P=0,0022 en médula) y al comparar el grupo CL1 respecto al CI (P=0,0048 en 
corteza y P=0,004 en médula). Al comparar ambos grupos vacunados también se 
observó una reducción significativa en el grupo CL1 respecto al TPx (P=0,0079 en 
corteza y P=0,05 en médula). 
             * 
      *        * 
         *        * 
                              * 
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Gráfica 23.- Resultados del estudio inmunohistoquímico para el anticuerpo anti-CD2 en 
corteza y médula de NLH expresado como media ± DE por campo de 0.2 mm2. * =P<0,05 
















Grupo CI Grupo CL1 Grupo TPx Grupo CNI
c) Anticuerpo monoclonal anti-CD4
El anticuerpo anti-CD4 reaccionó con numerosos linfocitos en la zona 
interfolicular y con un menor número en los folículos linfoides, siendo variable el 
número de linfocitos CD4+ en las áreas medulares (Gráfica 24).  
Gráfica 24.- Resultados del estudio inmunohistoquímico para el anticuerpo anti-CD4 en 
corteza y médula de NLH expresado como media ± DE por campo de 0.2 mm2. * =P<0,05 
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Comparando los diferentes grupos se comprobó que a nivel cortical el grupo 
control infectado (CI) mostraba un número significativemente mayor de células 
positivas que los grupos vacunados (P=0,0095 entre CI y CL1; P=0,01 entre CI y TPx). 
Por el contrario, a nivel medular, no se observaron diferencias entre los grupos 
infectados en el número de células positivas al anticuerpo anti-CD4. 
En animales no infectados (grupo CNI) el número de células positivas a nivel 
cortical fue significativamente menor (P=0,022) comparado con el grupo CI. 
d) Anticuerpo monoclonal anti-CD8
Los linfocitos CD8+ fueron muy escasos en áreas foliculares y en áreas 
medulares, localizándose casi exclusivamente en áreas interfoliculares. Tanto a nivel 
cortical como medular, se constató un aumento significativo de células positivas a este 
anticuerpo al comparar los grupos CI y CNI (en ambos casos P=0,022). Al estudiar los 
grupos infectados, el número de células positivas a este anticuerpo fue marcadamente 
mayor en el grupo CI respecto a los grupos vacunados, siendo estadísticamente 
significativa dicha diferencia tanto a nivel cortical (P=0,0095 entre CI y CL1; P=0,01 
entre CI y TPx) como a nivel medular (P=0,0048 entre CI y CL1; P=0,0043 entre CI y 
TPx) –ver Gráfica 25-. 
Gráfica 25.- Resultados del estudio inmunohistoquímico para el anticuerpo anti-CD8 en 
corteza y médula de NLH expresado como media ± DE por campo de 0.2 mm2. * =P<0,05 
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Ratio CD4/CD8 en hígado y nódulos linfáticos hepáticos 
Los valores de los ratios CD4/CD8 en los diferentes grupos infectados del 
ensayo vacunal se pueden consultar en la Tabla 22 y Gráfica 26. A nivel hepático el 
valor de esta ratio fue ligeramente superior en el grupo no vacunado (CI) respecto a los 
grupos inmunizados pero no se observaron diferencias significativas debido a la elevada 
variabilidad individual observada. 
En el caso de los nódulos linfáticos hepáticos, a nivel cortical se observó un 
resultado muy similar al del hígado. Sin embargo, la ratio CD4/CD8 de la médula de los 
nódulos linfáticos hepáticos mostró un comportamiento diferente al resto de las 
localizaciones, con un ratio llamativamente mayor a nivel del grupo inmunizado con 
Catepsina L1 (CL1) respecto al resto de los grupos. De nuevo no se observaron 
diferencias estadísticas debido a la gran variabilidad entre animales observada en este 
dato. 
Gráfica 26.- Ratios CD4/CD8 en cada grupo infectado de la experiencia a nivel de 
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Tabla 22.- Valores del ratio CD4/CD8 en hígado, corteza y médula de NLH en cada 
grupo infectado de la experiencia.  
Ratios Grupo CI Grupo CL1 Grupo TPx 
CD4/CD8 Hígado 1,54±0,13 1,33±0,97 1,49±0,47 
CD4/CD8 Corteza 1,39±0,17 1,33±0,17 1,26±0,29 
CD4/CD8 Médula 0,81±0,16 1,45±0,8 0,88±0,17 
e) Anticuerpo monoclonal anti-TCR-I (linfocitos )
Los linfocitos T+ se localizaron en áreas interfoliculares y medulares 
fundamentalmente, siendo significativamente más numerosos en animales infectados 
que en animales no infectados (donde fueron muy escasos). El número de células 
positivas a este anticuerpo fue marcadamente superior en el grupo CI respecto a los 
grupos inmunizados, tanto a nivel cortical (P=0,0095 entre CI y CL1;P=0,0043 entre CI 
y TPx) como a nivel medular (P=0,0095 entre CI y CL1; P=0,02 entre CI y TPx) –ver 
Gráfica 27-. 
Gráfica 27.- Resultados del estudio inmunohistoquímico para el anticuerpo anti-TCR-I 
en corteza y médula de NLH expresado como media ± DE por campo de 0.2 mm2. * =P<0,05 
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f) Anticuerpo policlonal anti-IgG
Las células productoras de Inmunoglobulinas G fueron escasas a nivel folicular, 
numerosas a nivel interfolicular y muy numerosas en los cordones medulares de todos 
los grupos infectados. Al analizar estadísticamente los resultados se observó un 
aumento significativo (P=0,009) del número de células positivas en zonas 
interfoliculares al comparar el grupo infectado no inmunizado (CI) con el grupo no 
infectado (CNI). 
A nivel medular el grupo CL1 fue el que mayor número de células positivas a 
este anticuerpo presentó, siendo el valor significativamente mayor que en animales no 
infectados (P=0,001) o vacunados con Tpx (P=0,05). El número de células positivas 
para este anticuerpo en el grupo CL1 fue similar al valor en el grupo CI- ver Gráfica 28-
. 
Gráfica 28.- Resultados del estudio inmunohistoquímico para el anticuerpo anti-IgG en 
corteza (diferenciándose folículos –Fol- y zonas interfoliculares –IntF-) y médula de NLH 
expresado como media ± DE por campo de 0.2 mm2. * =P<0,05 respecto al control no 
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g) Anticuerpo monoclonal anti-IL-4 bovina
El anticuerpo anti-IL-4 bovina mostró reacción cruzada con células de la especie 
caprina. El número de linfocitos expresando este anticuerpo fue reducido a nivel 
medular pero mucho mayor a nivel cortical. El número de células positivas a este 
                * 
               * 
              * 
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anticuerpo fue significativamente mayor en todos los grupos infectados respecto al 
grupo CNI. 
Comparando los grupos infectados, se observó un aumento muy significativo del 
número de células positivas a este anticuerpo en el grupo CI respecto al grupo 
inmunizado con TPx tanto a nivel cortical (P=0,0022) como medular (P=0,022). 
También se observaron diferencias entre el grupo CI y CL1 a nivel medular (P=0,048) –
ver Gráfica 29-.  
Gráfica 29.- Resultados del estudio inmunohistoquímico para el anticuerpo anti-IL-4 en 
corteza y médula de NLH expresado como media ± DE por campo de 0.2 mm2. * =P<0,05 
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h) Anticuerpo monoclonal anti-IFN
El anticuerpo anti-IFN mostró un patrón de tinción similar a la IL-4 (Gráfica 
30). Se observó un aumento en el número de células positivas a este anticuerpo en todos 
los grupos infectados respecto al control no infectado; en el grupo CI respecto a los 
grupos inmunizados con CL1 (P=0,01 en médula) y TPx (P=0,01 en corteza y P=0,04 
en la médula del NLH). 
              *            * 
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             * 
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Gráfica 30.- Resultados del estudio inmunohistoquímico para el anticuerpo anti-IFN
en corteza y médula de NLH expresado como media ± DE por campo de 0.2 mm2. * =P<0,05 
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Figura 15.- Imágenes microscópicas del patrón de expresión en nódulos linfáticos hepáticos de los distintos 
anticuerpos testados, correspondientes a animales del grupo CI (control infectado no inmunizado). Se 
pueden apreciar numerosas células positivas a anticuerpos anti-CD2, anti-CD4 y anti-CD8, sobre todo a nivel 
interfolicular. Un moderado número de células mostró inmunotinción frente a anticuerpos anti-IL4 y anti-TCR-







Figura 16.- Imágenes microscópicas del estudio inmunohistoquímico sobre nódulos linfáticos hepáticos en el 
grupo CL1 (inmunizado con Catepsina L1). Se constató un elevado número de linfocitos con inmunotinción 
frente a los anticuerpos anti-CD2, anti-CD4 y anti-CD8. El número de células positivas a anticuerpos anti-IL-4 
y anti-TCR-I fue moderado mientras que las células positivas a IFN- fueron más numerosas que en el resto 







Figura 17.- Imágenes microscópicas del estudio inmunohistoquímico en nódulos linfáticos hepáticos del 







6.- ESTUDIO DE RESPUESTAS PROLIFERATIVAS 
LINFOCITARIAS DE PBLs.
 En cuanto a los resultados en la proliferación celular linfocitaria, en las 
siguientes gráficas (de la Gráfica 31 a la Gráfica 40) se muestran los datos referentes a 
la lectura de absorbancia obtenida en los diferentes grupos al usar el mitógeno 
fitohemaglutinina (PHA) a 1 µg/mL y el antígeno excretor-secretor de Fasciola 
hepatica (ES) a 1 µg/mL, pues fueron las concentraciones con las que se obtuvieron 
mejores resultados en los ensayos previos. En estas gráficas podemos observar la 
respuesta de proliferación a dichos estímulos en diferentes semanas de la experiencia 
(semanas 4, 7, 14 y 16 postinfección). Los resultados están expresados como diferencial 
de absorbancia respecto al medio con células sin estímulo.  
En las gráficas 31 a 34 se observa la evolución a lo largo de la experiencia de la 
respuesta proliferativa en cada grupo estudiado. 
Gráfica 31.- Evolución de la respuesta proliferativa a diferentes estímulos de linfocitos 
circulantes aislados en el grupo CNI. Resultados expresados como diferencias de absorbancia 
respecto a las células aisladas de animales del mismo grupo sin estímulo proliferativo. 
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Gráfica 32.- Evolución de la respuesta proliferativa a diferentes estímulos de linfocitos 
circulantes aislados en el grupo CI. Resultados expresados como diferencias de absorbancia 
respecto a las células aisladas de animales del mismo grupo sin estímulo proliferativo. 
Gráfica 33.- Evolución de la respuesta proliferativa a diferentes estímulos de linfocitos 
circulantes aislados en el grupo CL1. Resultados expresados como diferencias de absorbancia 
respecto a las células aisladas de animales del mismo grupo sin estímulo proliferativo. 
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Gráfica 34.- Evolución de la respuesta proliferativa a diferentes estímulos de linfocitos 
circulantes aislados en el grupo TPx. Resultados expresados como diferencias de absorbancia 
respecto a las células aisladas de animales del mismo grupo sin estímulo proliferativo. 
Si ordenamos temporalmente los datos obtenidos en la proliferación celular de 
PBLs obtenemos las gráficas 35 a 38, pudiendo sobre las mismas analizar más 
detenidamente la respuesta de cada grupo a los diferentes estímulos usados en cada fase 
del ensayo vacunal. 
Gráfica 35.- Respuestas  proliferativas linfocitarias frente a diferentes estímulos en la cuarta 
semana postinfección (4 spi). Resultados expresados como diferencias de absorbancia 
respecto a las células aisladas de animales del mismo grupo sin estímulo proliferativo. 
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A las 4 semanas postinfección se comprueba que los grupos infectados muestran 
una disminución en su proliferación linfocitaria en respuesta a fitohemaglutinina 1 
µg/µl al compararla con el grupo no infectado (CNI), siendo dicha disminución menor 
en los grupos vacunados. Sin embargo, estas diferencias no son significativas. Con el 
estímulo de antígeno excretor-secretor (ES) a 1 µg/µl se comprueba un aumento de la 
respuesta significativo en los grupos infectados respecto al control negativo. Igualmente 
se observa que la respuesta es significativamente mayor en los grupos CL1 (P=0,01) y 
TPx (P=0,02) que en el grupo no vacunado. Se observa por tanto que al inicio de la 
infección se reduce la respuesta proliferativa linfocitaria frente a fitohemaglutinina 
siendo menor la caída (aunque no significativamente) en los animales vacunados. 
Respecto a la respuesta linfocitaria a ES, es significativamente mayor en los infectados 
y, dentro de éstos, significativamente mayor en los vacunados, destacando el grupo 
CL1. 
Gráfica 36.- Respuestas  proliferativas linfocitarias frente a diferentes estímulos en la séptima 
semana postinfección (7 spi). Resultados expresados como diferencias de absorbancia 
respecto a las células aisladas de animales del mismo grupo sin estímulo proliferativo. 
En la 7a semana postinfección se observó que los grupos infectados mostraban 
una mayor respuesta proliferativa linfocitaria a PHA 1 que el control negativo, siendo la 
misma estadísticamente significativa en el grupo CL1 (P=0,007). No obstante el grupo 
TPx falló en su respuesta. Analizando la respuesta proliferativa frente al antígeno de 
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Fasciola hepatica, se observó un aumento significativo de la respuesta a ES 1 en los 
grupos CI y, sobre todo, CL1 respecto al control negativo (respectivamente, P=0,05 y 
P=0,007). Esto significa un cambio en el patrón de respuesta proliferativa linfocitaria: 
Los animales infectados (grupos CI y CL1) recuperan capacidad de respuesta al 
estímulo con fitohemaglutinina. Respecto a la respuesta al antígeno excretor-secretor de 
Fasciola, la respuesta siguió siendo mayor en el grupo CL1 respecto al resto de grupos. 
En la semana 14 postinfección, la respuesta a PHA 1 fue menor en todos los 
grupos infectados que en el control no infectado (CNI). Entre los infectados, fueron los 
animales infectados no vacunados (CI) los que mostraron una menor respuesta 
proliferativa. Usando el antígeno ES a 1 µg/µl la respuesta linfocitaria de los grupos 
infectados fue significativamente mayor que la del grupo control negativo (Entre CNI y 
CI, P=0,01; entre CNI y CL1, P=0,02; entre CNI y TPx, P=0,01). Destacar que el grupo 
que mayor proliferación linfocitaria produjo fue el grupo inmunizado con Catepsina L1 
(grupo CL1).  
  
Gráfica 37.- Respuestas  proliferativas linfocitarias frente a diferentes estímulos en la 
decimocuarta semana postinfección (14 spi). Resultados expresados como diferencias de 




Así pues, en la 14 spi, vuelve a producirse una disminución de la respuesta 
proliferativa de los animales infectados frente al control no infectado, con el empleo de 
PHA, en tanto que frente al estímulo específico de Fasciola hepatica, el grupo CL1 
(inmunizado con Catepsina L1) produjo una respuesta proliferativa linfocitaria mayor 
que el resto de grupos. 
Gráfica 38.- Respuestas proliferativas linfocitarias frente a diferentes estímulos en la 
decimosexta semana postinfección (16 spi). Resultados expresados como diferencias de 
absorbancia respecto a las células aisladas de animales del mismo grupo sin estímulo 
proliferativo. 
  
En la 16a spi la respuesta proliferativa linfocitaria frente a PHA fue similar en 
todos los grupos excepto en el inmunizado con TPx, que mosotró una respuesta 
claramente menor que el resto. La respueta del grupo CL1, por el contrario, fue algo 
mayor que los demás, aunque esta diferencia no fue estadísticamente significativa. 
Igualmente, el antígeno excretor-secretor de Fasciola hepatica produjo una mayor 
proliferación linfocitaria en el grupo CL1 que en el resto de grupos. Estas diferencias no 
fueron estadísticamente significativas. Durante esta semana el grupo TPx (inmunizado 
con Tiorredoxina Peroxidasa) fue el que menor proliferación linfocitaria presentó. Por 
tanto, al final de la experiencia, el grupo CL1 fue el que mayor proliferación linfocitaria 




Alternativamente podemos analizar la evolución temporal a cada uno de los 
estímulos usados en estos ensayos sobre PBLs en los diferentes grupos usados (gráficas 
39 y 40).   
En la gráfica número 39 podemos comparar el comportamiento de distintos 
grupos frente a la fitohemaglutinina a lo largo de la experiencia. En animales no 
infectados (CNI) la respuesta se mantiene relativamente estable a lo largo del tiempo de 
experiencia. Los animales infectados no vacunados (grupo CI) mostraron una clara 
irregularidad en su capacidad de respuesta alo largo de la experiencia: en las primeras 
semanas se produce un descenso, se recupera en el periodo intermedio y vuelve a 
disminuir en la fase final (semanas 14 y 16 pi). La respuesta del grupo CL1 es similar a 
la del grupo CI, con una dinámica irregular durante la infección: disminución inicial, 
recuperación intermedia y descenso al final, si bien algo menos acusado que en el grupo 
CI. Por el contrario, en el grupo TPx no se observa la misma disminución temprana que 
en los otros dos grupos infectados (en la semana 4), pero el resto del periodo de estudio 
muestra una progresiva y notable disminución de la respuesta, siendo con diferencia el 
grupo con menor capacidad linfoproliferativa. 
Gráfica 39.- Evolución de la respuesta a PHA 1 µg/mL durante la experiencia en los distintos 
grupos testados. Resultados expresados como diferencias de absorbancia respecto a las 
células aisladas de animales del mismo grupo sin estímulo proliferativo. 
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 En la gráfica 40 se refleja la respuesta de los diferentes grupos durante el 
desarrollo de la experiencia al estímulo con antígeno excretor-secretor de Fasciola 
hepatica a 1 µg/mL. Como es lógico, los animales no infectados (CNI) no mostraron 
respuesta proliferativa alguna a lo largo del experimento frente al antígeno de Fasciola. 
Respecto al comportamiento de los animales infectados, en los tres grupos se observa 
una respuesta proliferativa frente al antígeno en algún momento de la infección, aunque 
con distinta intensidad y temporalidad. Los animales infectados no inmunizados (grupo 
CI) muestran un pico proliferativo en la semana 7 postinfección, manteniendo una baja 
respuesta en la fase final de la experiencia (semanas 14 y 16 postinfección). En los 
animales del grupo CL1 fue dónde se encontraron los mayores niveles de respuesta 
específica: alcanzaron un pico de proliferación linfocitaria hacia las 7 semanas 
postinfección y, al contrario que sucedió en el resto de grupos, la respuesta proliferativa 
se mantuvo en valores significativamente elevados hasta el final de la experiencia. Al 
igual que ocurrió con el estímulo mitogénico insepecífico, los animales vacunados con 
TPx fueron los que mostraron una menor capacidad de respuesta: tuvieron una clara 
respuesta en el inicio de la experiencia (semana 4 postinfección) pero la misma fue 
desapareciendo conforme avanzó el experimento.  
Gráfica 40.- Evolución de la respuesta a ES 1 µg/mL durante la experiencia en los distintos 
grupos testados. Resultados expresados como diferencias de absorbancia respecto a las 
células aisladas de animales del mismo grupo sin estímulo proliferativo. 
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7.- ESTUDIO DE PRODUCCIÓN DE CITOQUINAS 
EN PBLs. 
Respecto a la producción de citoquinas en células proliferadas, los resultados se 
muestran en las gráficas 41 a 53. 
La producción de Interferon gamma, medido mendiante técnica de ELISA se 
refleja, por semanas, en las gráficas 41 a 44. Los resultados se muestran como 
diferencial de absorbancia respecto a las células con medio y no estimuladas. En cuanto 
a la producción de Interleuquina 4 medida mediante técnica de ELISA, los datos se 
expresan como absorbancia total, habiéndose comprobado la especificidad de la técnica 
mediante los controles positivos y negativos intratécnica usados en el protocolo. 
Debido a la elevada variabilidad de los datos no se observaron diferencias 
significativas entre los mismos en ningún punto del experimento, pero sí que se 
apreciaron marcadas tendencias que variaron entre los distintos grupos experimentales.  
7.1.- Producción de IFN-  en PBLs. 
 Las mediciones de producción de IFN gamma en cada una de las semanas 
testadas se presentan en las gráficas 41 a 46.  
Gráfica 41.- Producción de IFN- en los distintos grupos del experimento bajo diferentes 
estímulos en la tercera semana postinfección. Los resultados son expresados como diferencial 
de absorbancia respecto al valor de las células con medio y no estimuladas. 
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Se puede observar en esta gráfica que inicialmente, en la tercera semana de 
infección, el único grupo cuyas células son capaces de producir interferón frente a 
cualquier estímulo es el conformado por animales no infectados en respuesta a la 
fitohemaglutinina. En estos estadios iniciales del proceso no se observa producción de 
esta citoquina (medida mediante técnicas de ELISA) en ninguno de los grupos 
infectados bajo ninguno de los estímulos usados. 
 En una fase más avanzada del proceso, a la décima semana de infección (Gráfica 
42), se observa un comportamiento similar del grupo no infectado (producción de IFN-
al usarse como estímulo PHA) así como de los grupos CI y CL1 (fallo en la producción 
de esta citoquina en las diferentes condiciones experimentales testadas). Sin embargo sí 
que se observa una producción significativa de IFN- en el grupo TPx bajo el estímulo 
de la fitohemaglutinina. 
Gráfica 42.- Producción de IFN- bajo diferentes estímulos en la décima semana postinfección. 
Los resultados son expresados como diferencial de absorbancia respecto al valor de las células 
con medio y no estimuladas. 
  
En la 14 semana postinfección el grupo CNI siguió mostrando el mismo 
comportamiento (producción de IFN- bajo el estímulo de PHA). Se observó un fallo en 
la producción de interferón por parte del grupo TPx y una ligera producción de esta 




Gráfica 43.- Producción de IFN- con diferentes estímulos en la decimocuarta semana 
postinfección. Los resultados son expresados como diferencial de absorbancia respecto al 
valor de las células con medio y no estimuladas. 
 Hacia el final de la experiencia, en la 16ª semana de infección (Gráfica 44), el 
grupo CNI mostró una muy elevada producción de IFN- usando PHA como estímulo 
mientras que dicha producción fue mucho menor en los grupos de animales infectados 
(CI, CL1 y TPx). Al igual que sucedió en semanas previas, todos los grupos mostraron 
un fallo en la producción de interferon al usar antígeno de Fasciola como estímulo 
linfoproliferativo, ya fuese a 1 o a 10 µg/µL. 
Gráfica 44.- Producción de IFN- en los distintos grupos del experimento bajo diferentes 
estímulos en la decimosexta semana postinfección. Los resultados son expresados como 
diferencial de absorbancia respecto al valor de las células con medio y no estimuladas. 
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 De la misma forma que con la proliferación celular, los resultados de producción 
de Interferón gamma se pueden analizar según su evolución temporal frente a los 
distintos estímulos (Gráficas 45 y 46). 
  
Gráfica 45.- Evolución temporal de la producción de IFN- en los distintos grupos 
experimentales a lo largo de la experiencia usando como estímulo fitohemaglutinina a 10 µg/µL. 
Los resultados son expresados como diferencial de absorbancia respecto al valor de las células 
con medio y no estimuladas. 
 En respuesta a la estimulación con mitógeno, en esta gráfica se puede constatar 
que los animales no infectados muestran en todo momento una mayor producción de 
IFN- que animales infectados, siendo la misma especialmente elevada en la última 
medición realizada (semana 16 pi). Respecto a los animales infectados únicamente se 
puede constatar una elevación puntual en la producción de esta citoquina por parte de 
animales del grupo TPx hacia las 10 semanas pi así como de los animales de todos los 
grupos hacia el final de la experiencia (semana 16 pi).  
 En cuanto a la respuesta a la estimulación específica con antígeno de Fasciola 
hepatica, se observa en la siguiente gráfica que no se detectó producción de IFN- en 
ningún grupo experimental así como en ninguna de las semanas de experiencia testadas. 
No existe por tanto respuesta específica que implique la presencia de esta citoquina.
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Gráfica 46.- Evolución temporal de la producción de IFN- en los distintos grupos 
experimentales a lo largo de la experiencia usando como estímulo antígeno excretor secretor 
de Fasciola hepatica a 1 µg/µL. Los resultados son expresados como diferencial de 
absorbancia respecto al valor de las células con medio y no estimuladas. 
7.2.- Producción de IL-4 en PBLs. 
Las mediciones de producción de interleuquina 4 mediante técnicas de ELISA 
en cada una de las semanas testadas se presentan en las gráficas 47 a 53.  
Gráfica 47.- Producción de IL-4 en los distintos grupos del experimento bajo diferentes 
estímulos en la tercera semana postinfección, medida mediante la técnica de ELISA. Los 
resultados son expresados como  absorbancia total. 
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En la tercera semana postinfección se constató producción de esta citoquina en 
todos los grupos infectados usando como estímulo tanto fitohemaglutinina como el 
antígeno de excreción-secreción de Fasciola hepatica, no observándose diferencias 
significativas entre los grupos infectados (Gráfica 47). En animales no infectados 
únicamente se obtuvo producción de IL-4 usando fitohemaglutinina como estímulo. El 
mismo comportamiento se observó en la décima semana postinfección (Gráfica 48). 
Gráfica 48.- Producción de IL-4 en los distintos grupos del experimento bajo diferentes 
estímulos en la décima semana postinfección, medida mediante la técnica de ELISA. Los 
resultados son expresados como  absorbancia total. 
 En la decimocuarta semana postinfección se observó una variación en la 
producción de interleuquina 4 en los diferentes grupos (Gráfica 49). Así pues, animales 
no infectados (CNI) mostraron una elevada producción no sólo al usar PHA como 
estimulante sino también usando antígeno de Fasciola a diferentes concentraciones. 
Respecto a los grupos infectados se observó que la producción de esta citoquina era 
mayor en el grupo TPx (vacunado con tiorredoxina peroxidasa), a continuación el grupo 
CI (infectado no vacunado) y por último era llamativamente menor en el grupo de 
animales vacunados con CL1. Estas diferencias no fueron estadísticamente 
significativas debido a la elevada diferencia intragrupal observada. 
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Gráfica 49.- Producción de IL-4 en los distintos grupos del experimento bajo diferentes 
estímulos en la demicuarta semana postinfección, medida mediante la técnica de ELISA. Los 
resultados son expresados como  absorbancia total. 
 Hacia el final de la experiencia (semana 16 de infección) se constató una 
producción moderada de IL-4 en todos los grupos testados siendo mínimas las 
diferencias entre grupos o al comparar estímulos. 
Gráfica 50. Producción de IL-4 en los distintos grupos del experimento bajo diferentes 
estímulos en la decimosexta semana postinfección, medida mediante la técnica de ELISA. Los 
resultados son expresados como  absorbancia total. 
 Si estudiamos la evolución temporal de la producción de IL-4 al usarse 
fitohemaglutinina como estímulo linfoproliferativo obtenemos la Gráfica 51. En la 
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misma se puede constatar que el grupo CNI muestra una respuesta similar a lo largo de 
la experiencia (aunque muestra una cierta caída en la producción de esta citoquina hacia 
el final de la misma). En cuanto a los grupos infectados, todos ellos muestran un 
comportamiento muy similar, con una elevada producción de IL-4 en fases tempranas 
del proceso (semana 3 pi) y una caída hacia el final del mismo. Si bien no se observaron 
diferencias significativas entre los grupos infectados en este parámetro, el grupo 
vacunado con CL1 sí que mostró una producción llamativamente menor de IL-4 en la 
semana 14 postinfección. A su vez el grupo TPx fue el que mayor producción de IL-4 
mostró durante toda la experiencia dentro de los grupos infectados. 
Gráfica 51.- Evolución temporal de la producción de IL-4 en los distintos grupos 
experimentales a lo largo de la experiencia usando como estímulo fitohemaglutinina a 10 µg/µL. 
Los resultados se expresan como absorbancia total. 
Al estudiar la evolución temporal de la producción de IL-4 usando antígeno 
excretor secretor de Fasciola obtenemos las gráficas 52 y 53. En ellas se constata que la 
producción de esta citoquina en animales no infectados (CNI) al usar el estímulo del 
antígeno excretor secretor fue prácticamente nula al inicio de la experiencia si bien sí 
que se constató producción de IL-4 en las últimas dos mediciones de este grupo. 
Respecto a los grupos infectados todos ellos tuvieron un comportamiento similar, 
mostrando una elevada producción de esta citoquina durante todo el proceso (siendo 
máxima al inicio de la experiencia). Únicamente difiere el grupo CL1, el cual muestra 
una ligera menor producción de IL-4 en la decimocuarta semana postinfección respecto 
al resto de grupos infectados. 
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Gráfica 52.- Evolución temporal de la producción de IL-4 en los distintos grupos 
experimentales a lo largo de la experiencia usando como estímulo antígeno excretor secretor 
de Fasciola a 10 µg/µL. Los resultados se expresan  como absorbancia total. 
Gráfica 53.- Evolución temporal de la producción de IL-4 en los distintos grupos 
experimentales a lo largo de la experiencia usando como estímulo antígeno excretor secretor a 




Actualmente la fasciolosis está siendo objeto de un intenso estudio dirigido, 
sobre todo, al hallazgo de una vacuna eficaz para solventar los problemas surgidos en la 
lucha contra esta enfermedad. Al contrario que en otros rumiantes, en la especie caprina 
se han realizado escasos estudios sobre las lesiones y la respuesta inmunitaria 
(Reddington y cols., 1986; Martínez Moreno y cols., 1999; Pérez y cols., 1998, 1999). 
Igualmente, los trabajos orientados a evaluar el nivel de protección generado mediante 
la utilización de inmunógenos se han desarrollado sobre todo en la oveja (Sexton y 
cols., 1990; Ramajo y cols., 2001; Almeida y cols., 2003), vaca (Dalton y cols., 1996, 
2003b; Morrison y cols., 1996; Mulcahy y cols., 1999) y en los animales de laboratorio 
(Muro y cols., 1997; Kofta y cols., 2000; Tendler y cols., 1996; Vilar y cols., 2003; 
Wedrychowicz et al., 2003); siendo los ensayos vacunales en ganado caprino menos 
numerosos y más recientes (Buffoni., 2007; Zafra., 2008; Zafra y cols., 2008, 2009).  
Como ya se ha comentado, los principales factores que pueden afectar al nivel 
de protección que confiere un antígeno serían aquellos dependientes del animal 
(especie, raza, sexo, edad); factores dependientes del parásito (dosis infectante utilizada, 
vía y pauta de administración, virulencia de las metacercarias usadas, etc); dependientes 
del antígeno (tipo de inmunógenos, dosis y número de inmunizaciones aplicadas, 
intervalo entre ellas y vía de administración) y características de la vacuna como el tipo 
y concentración de adyuvantes utilizados (Spithill et al., 1997; Spithill y Dalton, 1998; 
Dalton y Mulcahy, 2001). 
 En este ensayo vacunal se han utilizado los antígenos recombinantes catepsina 
L1 (CL1) y Tiorredoxina Peroxidasa (TPx) de F. hepatica. La elección de estos 
candidatos vacunales se basó en los resultados de estudios previos finalizados. Así la 
inmunización con CL1 ha demostrado niveles de protección frente a F. hepatica de 
entre el 38,5-69% en vacuno (Dalton y cols., 1996) y hasta el 60% en ovinos al 
combinarse con CL2 (Piacenza y cols., 1996). La TPx, por su parte, es una enzima 
aislada del producto de excreción-secreción de F. hepatica (FhES) la cual está 
implicada en la inmunomodulación temprana de los macrófagos peritoneales, 
favoreciendo el establecimiento de la infección (Donnelly y cols., 2008). A pesar de 
haberse comprobado su importante papel en la parasitación, no se ha realizado hasta día 
de hoy ningún ensayo vacunal usando este antígeno contra la fasciolosis.  
Por otro lado, la elección del adyuvante utilizado se ha basado igualmente en 
ensayos vacunales previos contra F. hepatica (Morrison y cols., 1996; Jayaraj y cols., 
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2008; Haçariz y cols., 2009). Igualmente el uso de QuilA supone una alternativa a los 
adyuvantes de Freund dada su mayor inocuidad (Bomford y cols., 1989). Sin embargo, 
se ha de considerar el denominado “efecto adyuvante”, el cual consiste en un cierto 
grado de protección contra la fasciolosis en animales que únicamente reciben el 
adyuvante, sin antígeno alguno, y que ha sido descrito en el caso del QuilA (Haçariz y 
cols., 2009). En el presente ensayo vacunal dicho efecto adyuvante ha sido 
convenientemente descartado pues el grupo control infectado fue inmunizado 
únicamente con Quil A. 
Respecto al protocolo vacunal seguido con estos dos antígenos, tanto las dosis, 
el número de administraciones como el intervalos entre dosis se han basado en trabajos 
previos que obtuvieron resultados positivos frente a F. hepatica (Dalton y cols., 1996, 
Mulcahy y cols., 2001). 
El presente trabajo tiene como objetivo final evaluar la eficacia de las antígenos 
testados para la protección frente a la infección por F. hepatica en la especie caprina así 
como profundizar y aportar nuevos conocimientos en las bases inmunológicas y 
patogénicas de esta enfermedad. Para ello se han realizado los análisis de una serie de 
parámetros como p. ej. la carga parasitaria, producción de huevos, niveles de enzimas 
hepáticas, lesiones macro y microscópicas del hígado, análisis de subpoblaciones 
linfocitarias tanto en infiltrado inflamatorio hepático como en nódulos linfáticos 
hepáticos, estudio de respuesta proliferativa de linfocitos circulantes y producción de 
IL4 e INF- por parte de linfocitos circulantes.  
1.- Estudio parasitológico 
1.1.-Implantación de la dosis infectante 
En el presente trabajo se obtuvo un porcentaje de implantación del 46% en los 
animales correspondientes al grupo infectado y no inmunizado (grupo CI). Este dato es 
marcadamente más elevado que los obtenidos previamente en caprinos por Martínez y 
colaboradores, en 1996 y 1997; donde, administrando la misma dosis infectante que en 
el presente estudio (200 metacercarias), se obtuvieron porcentajes de implantación que 
oscilaron entre el 12,6% y 24,3%. Este hecho podría explicarse por una mayor 
virulencia de la cepa de metacercarias usada en el presente experimento. El número de 
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parásitos implantados en el grupo CI, y en los grupos vacunados, fue sensiblemente 
superior que el número de fasciolas encontradas en cabras infectadas de forma natural 
en zonas endémicas (el-Shazly y cols., 2002), lo que sugiere que en futuros ensayos 
vacunales en esta especie sería más apropiado usar dosis infectantes más reducidas.  
La implantación en los grupos inmunizados fue, respectivamente, del 28,2% en 
animales inmunizados con CL1 y 30,3% en aquellos vacunados con TPx. Si 
comparamos este dato con experiencias vacunales previas realizadas en caprino (Por 
ejemplo, Zafra y colaboradores en el año 2008, obtuvieron usando un péptido sintético 
derivado del Sm14 una implantación del 14,4%), podemos observar que es una 
implantación elevada. Sin embargo, de nuevo se podría explicar por una mayor 
virulencia de la cepa usada, hecho que es apoyado por la elevada implantación en el 
grupo CI. 
Al realizar un análisis comparativo con la implantación parasitaria en ensayos 
vacunales que hayan usado antígenos del grupo de las catepsinas (dado que no existen 
datos previos de ensayos vacunales con TPx) observamos que la misma fue mucho 
menor (Por ejemplo, Piacenza y colaboradores en el año 1999 obtuvieron 
implantaciones cercanas al 20%). 
A pesar de la importancia de la implantación parasitaria, como dato esencial a la 
hora de evaluar la eficacia de inmunógenos en ensayos vacunales destaca el porcentaje 
de reducción en la carga parasitaria respecto a los animales no vacunados. Usando este 
valor se puede obviar el sesgo que conlleva el uso de distintas cepas parasitarias con 
diferente virulencia. 
La reducción de carga parasitaria obtenida en el grupo CL1 (animales 
inmunizados con Catepsina L1) ascendió al 38,7%. Sin embargo, dicha reducción no 
fue estadísticamente significativa debido a la elevada variabilidad intragrupal. Usando 
el mismo antígeno se han constatado reducciones en la carga parasitaria de entre el 38,5 
y 69% (Dalton y cols., 1996), con lo cual el rango obtenido en nuestro experimento 
entraría dentro del descrito previamente. Los resultados del presente ensayo vacunal son 
notablemente mejores que los obtenidos con cisteín proteasas no identificadas (por 
ejemplo, Wijffels y cols., 1994), que no consiguieron reducir la carga parasitaria si bien 
son más discretos que los resultados obtenidos al mezclar diferentes catepsinas 
(Piacenza y cols., 1999; Jayaraj y cols., 2008). 
Tesis Doctoral 
214 
La reducción de carga parasitaria obtenida en el grupo TPx fue del 33,2%, 
aunque no fue significativa estadísticamente debido a la elevada variabilidad individual. 
Este valor supondría el primer dato de reducción en la carga parasitaria obtenido en un 
ensayo vacunal usando este antígeno.  
Por otra parte, en esta experiencia se observó una elevada variabilidad individual 
respecto a la implantación de F. hepatica en los tres grupos infectados. Debido a que 
todas las metacercarias empleadas eran del mismo lote, los animales eran del mismo 
sexo y edad y se mantuvieron en las mismas condiciones durante todo el experimento, 
es posible que dicha variabilidad individual sea debida a factores genéticos y/o raciales. 
Así, en una experiencia previa usando también la raza Florida-Sevillana, pero diferente 
cepa de metacercarias, también se obtuvo una elevada variabilidad individual (Buffoni, 
2007, Zafra, 2008, Zafra y cols., 2008). Por el contrario, en varias experiencias previas 
usando la raza Granadina-Murciana la variabilidad individual fue menor (Martínez 
Moreno y cols., 1997a, 1997b, 1999). 
Otro aspecto a considerar sería el tamaño de los parásitos adultos recuperados. 
En este sentido, la similitud en el tamaño final de los parásitos de todos los grupos 
(21,04 mm en el grupo CI, 20,09 mm en el grupo CL1 y 20,56 mm en el grupo TPx) 
demuestra que el mecanismo de protección inducido por las vacunas no se basa en la 
interrupción o demora del ciclo vital del parásito. En el caso del peso de los parásitos 
recuperados, a pesar de observarse cambios entre las medias de los distintos grupos 
(10,02 gr. en el grupo CI, 7,51 en el CL1 y 7,81 en el TPx), la elevada variabilidad 
individual conllevó que no se observasen diferencias estadísticamente significativas. 
1.2.-Estudio de la dinámica de eliminación de huevos 
Durante el experimento se estudió la eliminación de huevos en heces desde la 8ª 
spi hasta el sacrificio de los animales (17 spi). El estudio de la dinámica de eliminación 
de huevos nos sirve para determinar el número de parásitos adultos y viables presentes 
en el animal y, lo que es más importante, para conocer su capacidad de reproducción,  
convirtiendo al hospedador en una fuente de infección para el medio ambiente y otros 
animales en su entorno. Por lo tanto, la determinación de este parámetro es de suma 
importancia a la hora de evaluar candidatos vacunales contra la fasciolosis, pues se trata 
de una medida de la capacidad de la vacuna para detener el proceso a nivel colectivo. 
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Teniendo en cuenta el tiempo transcurrido desde el momento de la infección 
hasta el momento del sacrificio (17 semanas), podemos comprender que la mayoría de 
los parásitos recuperados se encontraban ya en una fase adulta y localizados en vesícula 
biliar y grandes conductos biliares. De ahí que no se pudieran observar los parásitos en 
pequeños y medianos conductos biliares y raramente se encontrasen huevos en los 
mismos o en parénquima hepático, al contrario de los hallazgos descritos en estudios 
previos llevados a cabo en ovino por Pérez y cols. (2002).  
Sin embargo, esta presencia ocasional de huevos de F. hepatica en conductos 
biliares y en parénquima hepático coincide con otros estudios experimentales en  la 
especie caprina (Martínez Moreno y cols., 1999; Pérez y cols., 1999), lo que podría 
indicar un comportamiento diferente en cuanto a la eliminación de huevos en la cabra y 
la oveja.  
Analizando la cinética de eliminación de huevos se evidencia que la misma 
comenzó a las 9-10 spi, y aumentó progresivamente hasta la 17 spi. Sin embargo, la 
dinámica seguida por los tres grupos fue claramente diferente. Así, en el grupo no 
inmunizado (CI) y el inmunizado con TPx, la eliminación fue aumentando 
progresivamente durante la experiencia hasta alcanzar un máximo al final de la misma. 
Es destacable que el número medio de huevos eliminados fue menor en el grupo TPx 
que en el CI, si bien dicha diferecia no fue significativa debido a la elevada variabilidad 
intragrupal. Los animales del grupo CL1 mostraron una cinética bifásica, con un 
aumento en la eliminación de huevos desde las 9 spi hasta 15 spi y una disminución en 
este valor durante las últimas dos semanas del ensayo, lo cual podría estar relacionado 
bien con el menor número final de parásitos adultos implantados a nivel de conductos 
biliares en este grupo o bien con un cierto efecto de la vacuna con CL1 sobre la 
capacidad reproductiva de dichos parásitos, lo cual ha sido descrito previamente 
(Wijffels y cols., 1994; Dalton y cols., 1996).  
2.- Estudio biopatológico
 Las modificaciones de los niveles sanguíneos de las enzimas GLDH (Glutamato 
deshidrogenasa) y GT (Gamma-glutamil transferasa) suelen ser indicadores de lesiones 
hepáticas (Molina y cols., 2006; Raadsma y cols., 2007; Rojo y Ferre, 1999). Mientras 
que la GLDH está relacionada con el daño hepatocelular, la GT se considera un 
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indicador de lesión específico de células epiteliales de los canalículos biliares. En el 
caso concreto de la fasciolosis, el incremento de GLDH suele estar relacionado con la 
fase de migración hepática de las fasciolas inmaduras durante las etapas iniciales de la 
infección, mientras que el aumento sérico de GT se relaciona con el daño ocasionado 
por las fasciolas en su fase adulta en los canalículos biliares. Los niveles séricos de 
ambas enzimas han sido profusamente estudiados en la fasciolosis. En vacuno infectado 
con Fasciola gigantica se ha observado una correlación estadística entre la población 
parasitaria, el daño observado a nivel macroscópico en hígado y los valores séricos de 
ambas enzimas (Molina y cols., 2006). Sin embargo, en ovino infectado con F. 
gigantica no se observó diferencias en los niveles séricos de estas dos enzimas a pesar 
de haber diferencias muy significativas en cuanto a la implantación de parásitos 
(Raadsma y cols., 2008). 
 En nuestro estudio optamos por valorar los niveles de GLDH (Glutamato 
Dehidrogenasa) como marcadores del daño hepatocelular pues está demostrado que esta 
enzima es mucho más hepatoespecífica que otras que han venido usándose con 
anterioridad en estudios de fasciolosis, como por ejemplo la AST (Kramer y cols., 
1985). 
Los valores de GLDH tuvieron una evolución similar en los tres grupos 
infectados, elevándose a partir de la 2-3 spi y alcanzando valores máximos a las 8-10 spi 
para más tarde ir disminuyendo hasta el final de la experiencia. Se demuestra por tanto 
una elevación en los niveles séricos de esta enzima coincidiendo con la migración 
parasitaria a través del parénquima hepático. El presente trabajo demuestra, por tanto, 
que los valores séricos de esta enzima pueden ser usados como marcador de daño 
hepatocelular en la fasciolosis experimental caprina. No obstante, estas observaciones 
son similares a las realizadas por Martínez Moreno y cols. (1997a; 1999) en caprinos 
infectados con 200 metacercarias usando la AST como marcador de daño hepático. Al 
compararlos con la carga parasitaria no se obtuvo una relación directa entre ambos, lo 
que también ha sido descrito previamente en la especie caprina (Martínez Moreno y 
cols., 1997a; 1999).  
Los valores de GT sufrieron un aumento significativo en todos los grupos 
infectados a partir de las 8 spi, momento que suele coincidir con el paso de los parásitos 
a los canalículos biliares; alcanzando un valor máximo en la 10ª spi. A partir de este 
momento el valor sérico de GT comenzó a disminuir hasta el final de la experiencia. Es 
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destacable que el valor máximo alcanzado por el grupo CL1 fue sensiblemente inferior 
al del grupo CI, si bien dicha diferencia no fue significativa estadísticamente. Al igual 
que con la enzima anterior, no se observó relación alguna entre la carga parasitaria y los 
valores séricos de GT, coincidiendo con los resultados de estudios previos en la 
especie caprina infectada con F. hepatica (Martínez Moreno y cols., 1999).  
3.- Valoración del daño hepático 
3.1.- Estudio Anatomopatológico hepático 
 Las lesiones macroscópicas y microscópicas observadas a nivel hepático 
coinciden de forma genérica con las detectadas en ovinos y caprinos infectados con F. 
hepatica (Reddington y cols., 1986; Pérez y cols., 1999, 2002; Martínez Moreno y cols., 
1999). Sin embargo, aunque en los 3 grupos infectados se detectó el mismo patrón de 
lesiones, éstas fueron más discretas en el grupo CL1, lo que puede ser atribuido tanto al 
menor número de parásitos implantados en este grupo como a una menor capacidad de 
éstos para causar daño hepático. Estos resultados son interesantes ya que indican que el 
antígeno CL1 no sólo puede inducir un descenso en el porcentaje de implantación de 
fasciolas, sino además un menor daño hepático que en los animales no vacunados. El 
único cambio hepático en el cual el grupo CL1 mostró un comportamiento diferente al 
resto fue el infiltrado de eosinófilos, que fue mayor que en el grupo CI. Este hecho 
podría explicarse por un diferente comportamiento de la respuesta inmunitaria local a 
nivel hepático en animales vacunados con CL1, que conllevaría un mayor reclutamiento 
de eosinófilos en estos animales. Como se ha comentado anteriormente, la acción 
específica de los eosinófilos en los procesos inmunitarios contra la fasciolosis está 
mediada por la activación del sistema del complemento y conlleva la liberación de 
sustancias activas (proteína básica mayor y especialmente la proteína catiónica), las 
cuales son capaces de dañar la membrana externa del parásito (Doy y cols., 1982; 
Milbourne y cols., 1990; Mulcahy y cols., 1999, 2005). 
En el caso del grupo TPx las lesiones fueron similares a las del grupo control 
infectado, si bien se observó una menor fibrosis periportal así como una menor 
hiperplasia de colangiolos.  
Tesis Doctoral 
218 
A continuación se discutirán los hallazgos histopatológicos observados a nivel 
hepático en los animales infectados. 
a) Perihepatitis 
La presencia de perihepatitis fibrosa fue una lesión observada en todos los 
grupos infectados, afectando principalmente al lóbulo hepático izquierdo. Esta lesión 
coincide con las descritas por diversos autores en fasciolosis crónica en ovinos, bovinos 
y caprinos, y se corresponde con las lesiones provocadas en aquéllas zonas de 
penetración del parásito a través del parénquima hepático (Ross y cols., 1967; Dow y 
cols., 1967, 1968; Rushton y Murray, 1977; Chauvin y cols., 1995; Meeusen y cols., 
1995; Chauvin y Boulard, 1996; Pérez y cols., 1999; Martínez Moreno y cols., 1999). 
En nuestro estudio observamos perihepatitis fibrosa en todos los grupos 
infectados, si bien los grupos vacunados mostraron una mayor severidad en este 
parámetro que el control infectado, aunque apareció una elevada variabilidad individual 
al igual que el número de fasciolas implantadas. Esta lesión no mostró correlación 
significativa con el número de parásitos. Este resultado, aparentemente contradictorio si 
tenemos en cuenta las cargas parasitarias en cada grupo del ensayo, podría ser debido a 
que la entrada y migración de las larvas en hígado es aleatoria, así en algunos animales 
la mayoría de las mismas pueden penetrar y migrar en un área reducida del lóbulo 
izquierdo, quedando prácticamente inalterado el resto del hígado; mientras que en otros 
animales, a pesar de tener una carga parasitaria menor, las larvas penetran y migran en 
diferentes áreas del lóbulo izquierdo y derecho, produciendo lesiones más llamativas. 
b) Trayectos crónicos 
 Debido al protocolo de infección utilizado así como al tiempo transcurrido hasta 
que se produjo el sacrificio de los animales, la mayoría de las lesiones observadas en los 
animales han sido de tipo crónico. Por ello, fue frecuente encontrar este tipo de lesión 
que hemos denominado trayectos crónicos. Este tipo de lesión ha sido descrita por 
varios autores en rumiantes y está considerada un hallazgo típico en las infecciones 
crónicas causadas por F. hepatica debido a la cicatrización de los túneles migratorios 
(Ross y cols., 1967; Dow y cols., 1968; Rushton y Murray, 1977; Chauvin y cols., 1995; 
Meeusen y cols., 1995; Chauvin y Boulard, 1996). Al igual que sucedió con la 
perihepatitis fibrosa, esta lesión presentó una elevada variabilidad intragrupal en el 
Discusión 
219
presente estudio. En general, animales con mayor carga parasitaria presentaron trayectos 
crónicos más severos, aunque con excepciones, posiblemente debidas a la migración 
aleatoria de las larvas, o al muestreo aleatorio. A pesar de la elevada variabilidad 
individual, los animales del grupo inmunizado con CL1 mostraron una menor presencia 
de trayectos crónicos que los de los grupos restantes. En el caso del grupo TPx, esta 
lesión fue similar al grupo infectado no inmunizado.  
c) Granulomas 
 La presencia de granulomas a nivel hepático en fasciolosis ha sido descrita con 
anterioridad y su aparición se debería a la reabsorción del tejido necrótico y 
hemorragias de los túneles migratorios (Ross y cols., 1967; Sinclair, 1967; Dow y cols., 
1968; Boray, 1969). En el presente estudio la presencia de esta lesión fue escasa en los 
distintos grupos. Al ser una lesión secundaria a la presencia de túneles migratorios (y 
por tanto correlacionada con los trayectos crónicos) se entiende que, en conjunto, los 
animales del grupo CL1 presentaron menos granulomas que los de los grupos TPx y CI.   
d) Fibrosis portal e hiperplasia colangiolar 
En nuestro estudio la fibrosis portal varió de moderada a severa en el grupo CI 
(control infectado no inmunizado) mientras que este parámetro fue menor en ambos 
grupos vacunados. De igual forma, la hiperplasia del epitelio biliar fue severa o muy 
severa en el caso de animales no inmunizados y ligeramente menor en animales 
correspondientes a los grupos CL1 y TPx. En cualquier caso, ambas lesiones 
constituyeron los hallazgos más llamativos a nivel hepático, siendo las mismas típicas 
de fasciolosis crónica como respuesta a la presencia de los parásitos en conductos 
biliares. Tanto la fibrosis periportal como la hiperplasia de colangiolos han sido 
descritas frecuentemente en ovino (Dow y cols., 1968; Rushton y Murray, 1977; 
Meeusen y cols., 1995) así como en caprino (Pérez y cols., 1998; Martínez Moreno y 
cols., 1999), en infecciones crónicas.  
La fibrosis portal es más severa y extensa en bovinos con fasciolosis crónica 
(Mulcahy y cols., 1999; Behm y Sangster, 1999), lo que se ha relacionado con una 
cierta resistencia de esta especie a reinfecciones, ya que la severa fibrosis portal 
dificulta la migración de las larvas a través del parénquima hepático (Brown y cols., 
1994). El hecho de observar una menor fibrosis periportal en el caso de los grupos 
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inmunizados podría correlacionarse con el menor número de parásitos implantados en 
los mismos. 
En cuanto a la hiperplasia colangiolar, es un hallazgo típico de fases subcrónicas 
y crónicas de fasciolosis, estableciéndose cuando el parásito alcanza la fase biliar. De 
igual forma que con el anterior parámetro, la menor hiperplasia en grupos vacunados se 
podría relacionar con el menor número de parásitos implantados. 
e) Infiltrado celular (Eosinófilos, Leucocitos globulares, infiltrado 
linfoplasmocitario difuso y folículos linfoides) 
Los eosinófilos aparecen desde etapas tempranas en el infiltrado de las lesiones 
hepáticas y juegan un papel muy importante en la respuesta frente a helmintos (Dow y 
cols., 1968; Rushton y Murray, 1977; Kelly, 1993; Chauvin y cols., 1995; Meeusen y 
cols., 1995; Chauvin y Boulard, 1996). Durante la fase migratoria el infiltrado de 
esosinófilos se localiza en la periferia de los túneles migratorios, donde estas células 
parecen jugar un papel importante en los mecanismos de citotoxicidad celular 
dependiente de anticuerpos (ADCC) esenciales en la respuesta frente a helmintos 
tisulares (Mulcahy y cols., 1999; Mulcahy y cols., 2005). Durante las fases crónicas de 
la fasciolosis, como en el presente estudio, los eosinófilos suelen presentarse 
principalmente en respuesta a huevos del parásito u otros antígenos parasitarios que 
escapan de vías biliares y alcanzan el parénquima hepático, y en menor medida en el 
infiltrado periportal en respuesta a la presencia de parásitos en la luz de conductos 
biliares (Pérez y cols., 2002). En las cabras del presente estudio el número de huevos 
observados en parénquima hepático fue muy ocasional en los tres grupos infectados, por 
lo que la distribución de eosinófilos se presentó principalmente en el infiltrado 
periportal y ocasionalmente de forma difusa en parénquima hepático. Su número fue 
llamativamente superior en el grupo CL1, lo cual podría estar relacionado con una 
respuesta inmunitaria local diferente en dicho grupo. 
En cuanto a los leucocitos globulares, estas células aparecen en tejidos animales 
asociados a la infección causada por distintos tipos de helmintos. Se trata de células 
localizadas intraepitelialmente y que muestran un núcleo redondeado, citoplasma 
amplio y con grandes gránulos eosinófilos. En el presente estudio los leucocitos 
globulares se localizaron fundamentalmente en conductos biliares, coincidiendo con los 
resultados obtenidos en ovejas por Campbell y cols., (1978), Pérez y cols., (2002) y 
Ortega y colaboradores (2003). Su presencia fue moderada en el grupo CI, apareciendo 
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en cuatro de los siete animales que conformaban este grupo. Sin embargo, no se pudo 
constatar la presencia de estas células en ningún animal de los grupos vacunados. Los 
leucocitos globulares han sido poco estudiados en fasciolosis, al contrario que en otros 
procesos provocados por helmintos gastroentéricos, y su papel en la infección no está 
claro. Algunos estudios han descrito la presencia de estas células en la fasciolosis 
crónica ovina sin que exista una respuesta protectora (Pérez y cols., 2002), lo que 
coincidiría con los hallazgos del presente estudio. Sin embargo, en helmintos 
gastrointestinales como Haemonchus contortus, su presencia coincide con una 
disminución de la carga parasitaria, por lo que parece que tengan un importante papel en 
la respuesta protectora frente a estos nematodos (Balic y cols., 2002; Pérez y cols., 
2001, 2003). Otro hallazgo llamativo que involucraba a estas células era su presencia 
inconstante al comparar conductos biliares dentro del mismo animal. Esto podría 
explicarse por un diferente comportamiento de estas células según la proximidad de 
parásitos a los conductos analizados.  
El infiltrado linfoplasmocitario se localizó principalmente en espacios porta 
alrededor de conductos biliares hiperplásicos, donde con frecuencia formaba folículos 
linfoides, y en menor medida en los trayectos crónicos y en la periferia de granulomas. 
Esta localización ha sido previamente descrita en fasciolosis crónica ovina (Dow y cols., 
1968; Chauvin y cols., 1995; Meeusen y cols., 1995; Pérez y cols., 2002; Ortega, 2003) 
y caprina (Reddington y cols., 1986; Pérez y cols., 1998, 1999). Al comparar los 
distintos grupos del actual ensayo, se observó un mayor infiltrado linfoplasmocitario 
(sobre todo conformando folículos linfoides) en animales no inmunizados respecto a 
animales vacunados. Se ha de considerar que en la actualidad se está postulando que 
dicho infiltrado linfoplasmocitario podría no ser protector contra la parasitación debido 
a los diferentes mecanismos de evasión inmune del parásito (Clery y cols., 1996). Por 
tanto, se trataría de una respuesta exacerbada del hospedador al parásito, o bien al daño 
hepático producido por el parásito o a sus productos de excreción-secreción, que más 
que eliminarlo conlleva un mayor daño hepático. Incluso algunos investigadores han 
demostrado una correlación positiva entre la proliferación linfocitaria en fases crónicas, 
el número de parásitos asentados en el animal y el grado de daño hepático (Clery y 
cols., 1996; McCole y cols., 1999). 
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f) Presencia de huevos de Fasciola hepatica
 Si tenemos en cuenta el tiempo transcurrido desde la infección hasta el sacrificio 
de los animales, debemos suponer que las fasciolas han alcanzado ya su fase adulta y se 
encontraban liberando huevos en los conductos biliares. En nuestro estudio la presencia 
de huevos de F. hepatica en los conductos biliares fue muy escasa en todos los grupos 
infectados, siendo de hecho imposible demostrar la presencia de los mismos en 
animales del grupo CL1. Como se ha comentado, este hallazgo ha sido ya descrito 
previamente en la especie caprina (Martínez Moreno y cols., 1999; Pérez y cols., 1999). 
 Sin embargo, en la oveja, se ha descrito la presencia de huevos de F. hepatica en 
parénquima hepático asociándose a granulomas en los que existían restos de dichos 
huevos rodeados por macrófagos, algunas células gigantes y gran cantidad de 
eosinófilos, muchas veces ocupando extensas áreas del parénquima hepático y espacios 
porta (Dow y cols., 1968; Rushton y Murray, 1977; Kelly, 1993; Pérez y cols., 2002). 
3.2.- Estudio morfométrico 
La evaluación del daño hepático es un importante indicador a tener en cuenta al 
considerar la eficacia de una vacuna frente a F. hepatica, ya que con una respuesta 
protectora no sólo se pretende disminuir el número de parásitos, sino también la 
severidad de las lesiones hepáticas. Este segundo parámetro tendría una importante 
repercusión económica al reducir el efecto sistémico negativo de la parasitación y, por 
tanto, la repercusión de la misma sobre las producciones del ganado (Dalton y cols., 
1996). La evaluación del daño hepático en animales infectados por F. hepatica se ha 
basado tradicionalmente en la medición de los niveles séricos de enzimas indicadoras de 
daño hepático (Ferre y cols., 1994, 1995, 1996), así como en la evaluación de lesiones 
macro y microscópicas del hígado (Dalton y cols., 1996; Martínez Moreno y cols., 
1999; Pérez y cols., 1999, 2002, Almeida y cols., 2003). Dado el elevado sesgo que 
conllevan estos tipos de evaluación de daño hepático, se planteó en el presente ensayo 
vacunal aplicar un estudio morfométrico con objeto de realizar una cuantificación más 
objetiva y precisa de las lesiones hepáticas, tanto macroscópicas como microscópicas, 
que la obtenida mediante los tradicionales métodos basados en la utilización de cruces 
para describir la severidad de las lesiones. El estudio morfométrico también permitió 
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realizar comparaciones estadísticas entre grupos, así como medir la correlación con 
otros parámetros como la carga parasitaria.  
El estudio morfométrico macroscópico tuvo por objeto evaluar de forma precisa 
la superficie hepática afectada por lesiones características de fasciolosis (básicamente 
perihepatitis fibrosa y/o fibrinosa). El estudio morfométrico microscópico tuvo por 
objeto evaluar de forma precisa el área de parénquima hepático afectado por lesiones 
típicas de fasciolosis (fibrosis, trayectos crónicos, infiltrado inflamatorio y granulomas) 
así como el área ocupada por los conductos biliares para evaluar la hiperplasia de los 
mismos.  
Al igual que con el hígado, en nódulos linfáticos hepáticos (NLH), se aplicó un 
estudio morfométrico, el cual tuvo en este caso como fin determinar el porcentaje de 
corteza nodular ocupada por los folículos linfoides, obteniendo así una evaluación 
precisa de la  hiperplasia folicular en NLH. 
3.2.1.- Estudio morfométrico macroscópico
Como se ha comentado anteriormente, el estudio morfométrico macroscópico 
tuvo como objetivo cuantificar la superficie hepática que mostraba lesiones 
macroscópicas, principalmente perihepatitis fibrosa. Los resultados mostraron 
diferencias significativas entre los grupos inmunizados  y el grupo CI. Así, el grupo TPx 
(27,85%) fue el que menor perihepatitis fibrosa mostró, seguido por el grupo CL1 
(33,37%), mientras que más del 50% de las superficie de los hígados del grupo CI 
mostró algún tipo de lesión macroscópica relacionada con la parasitación.  
El estudio de correlación demostró una relación estadísticamente significativa 
entre los valores número de parásitos y porcentaje de superficie con perihepatitis fibrosa 
al analizar todos los grupos en su conjunto, convirtiendo por tanto este parámetro en un 
valor eficaz a la hora de predecir la carga parasitaria de un animal. Esta correlación no 
se obtuvo al analizar los grupos por separado, probablemente debido al pequeño tamaño 
de la muestra y variabilidad individual, resultados que coinciden con los observados por 
Zafra y cols., (2008) en una experiencia previa. 
El porcentaje de superficie hepática lesionada en los tres grupos del presente 
trabajo fue mayor que el observado en un ensayo previo (Zafra y cols., 2008), que con 
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la misma sistemática usó un péptido derivado del antígeno Sm14 como antígeno 
vacunal. En dicho ensayo previo, se obtuvo una  superficie lesionada del 14,4 % en el 
grupo vacunado y del 31,8% en el grupo control no inmunizado. Estas diferencias 
podrían explicarse por la menor tasa de implantación observada en el estudio de Zafra y 
colaboradores, probablemente relacionada con la diferente cepa de F. hepatica usada.  
Al comparar los resultados obtenidos por el estudio morfométrico macroscópico 
hepático y los niveles séricos de enzimas hepáticas, parece que el primero permite una 
evaluación más precisa del daño hepático, así como una mejor correlación con el númeo 
de parásitos implantados, al menos al analizar todos los grupos en su conjunto.  
3.2.2.- Estudio morfométrico microscópico.
Este estudio abordó dos parámetros diferentes: área dañada e hiperplasia de 
conductos biliares. En cuanto al área dañada, se observó que los animales parasitados 
presentaban un valor estadísticamente mayor que aquellos libres de parasitación, en los 
que se cuantificó la superficie ocupada por espacios porta (grupo CNI). Este resultado 
está de acuerdo con los efectos descritos a nivel de parénquima hepático en la 
fasciolosis crónica (Dow y cols., 1968). Más interesante es el hecho de que el área 
lesionada fue menor en los grupos vacunados respecto al grupo no vacunado (3,01; 1,24 
y 1,73 mm2/8,5 mm2 en los grupos CI, CL1 y TPx, respectivamente), auque dicha 
diferencia sólo fue significativa entre el grupo CI y CL1. En el ensayo vacunal previo en 
el que también se aplicó un estudio morfométrico no se encontraron diferencias 
significativas entre el grupo vacunado y el grupo inmunizado con p-Sm14 (Zafra y 
cols., 2008).  
Respecto a la hiperplasia de los conductos biliares, se observó un aumento 
estadísticamente significativo en este valor en los grupos CI (0,39 mm2/8,5mm2) y TPx 
(0,21 mm2/8,5mm2) respecto al grupo CNI (0,07 mm2/8,5mm2). El desarrollo de esta 
lesión en animales parasitados coincide con los resultados descritos acerca de la 
fasciolosis crónica debido al efecto irritativo de los parásitos adultos en el interior de los 
conductos biliares (Sinclair, 1967; Rushton y Murray, 1977). Llamativamente, no hubo 
diferencias significativas en cuanto a hiperplasia ductal entre animales no infectados y 
animales vacunados con Catepsina L1 (0,11 mm2/8,5mm2), siendo el valor de este 
parámetro muy similar en ambos grupos. De nuevo, al igual que sucedió con el valor de 
Discusión 
225
área dañada, se observó una reducción estadísticamente significativa al comparar los 
valores de los grupos CI y CL1. 
Tras realizar un estudio de correlación entre ambos parámetros y el número de 
fasciolas recuperadas en sacrificio se obtuvieron correlaciones positivas 
estadísticamente significativas en los dos casos al analizar todos los grupos en conjunto, 
pero no al realizarse dichas correlaciones dentro de cada grupo. Este hecho confirma el 
valor predictivo del estudio morfométrico microscópico a la hora de determinar la 
severidad del proceso, al igual que sucedía con la morfometría macroscópica y valida 
este método objetivo como una técnica para la evaluación del proceso a nivel hepático.   
Igualmente, el estudio morfométrico confirmó que el grupo CL1 mostraba unas 
lesiones histológicas significativamente menores que los dos grupos restantes, hecho 
que ya podría intuirse durante el análisis histológico pero que, gracias a esta técnica, 
pudo comprobarse de forma más objetiva. 
Por tanto, el estudio morfométrico microscópico confirma los resultados del 
estudio macroscópico y sugiere que la vacunación con CL1 es capaz de preservar mejor 
la arquitectura histológica del parénquima hepático respecto al grupo CI. Como hemos 
indicado anteriormente, este hecho podría tener importancia a la hora de evitar las 
pérdidas económicas en los animales vacunados.  
4.- Valoración de los cambios a nivel de nódulos 
linfáticos hepáticos 
 El estudio anatomopatológico de los NLH demostró una intensa hiperplasia de 
los mismos en los tres grupos infectados respecto al grupo control no infectado (CNI). 
Dicha hiperplasia se puso de manifiesto al comparar el peso de los nódulos en los 
diferentes grupos del ensayo vacunal. Así, se observó un aumento estadísticamente 
significativo del peso de los NLH en los grupos infectados respecto al grupo CNI. Sin 
embargo, no se observaron diferencias significativas entre los grupos infectados, si bien 
ambos grupos inmunizados mostraron un peso superior que el grupo CI. Estos 
resultados son similares a los obtenidos en un ensayo vacunal previo (Zafra, 2007; Zafra 
y cols., 2009). 
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En el estudio histológico de los NLH se comprobó que dicho aumento de peso se 
debía principalmente a la hiperplasia de folículos linfoides e hiperplasia de cordones 
medulares. En cuanto a los folículos linfoides, presentaron centros germinales muy 
activos y su hiperplasia fue ligeramente menor en el caso de los animales del grupo 
CL1. La hiperplasia de la zona paracortical así como la hiperplasia de cordones 
medulares, los cuales aparecían engrosados como consecuencia del infiltrado de células 
plasmáticas y en menor medida linfocitos, fue menor en los grupos CL1 y TPx respecto 
al grupo CI, siendo las diferencias ligeras. Resultados que de nuevo coiciden con un 
ensayo vacunal previo con p-Sm14, pero difieren de otro ensayo con GST (Zafra, 2007). 
 Estos resultados indican la existencia en todos los grupos infectados de una 
severa respuesta humoral, y coinciden con los resultados descritos en otros estudios 
previos sobre fasciolosis crónica en la especie caprina (Pérez y cols., 1999) y ovina 
(Pérez y cols., 2005), así como en ovinos infectados con Fascioloides magna
(Stromberg y cols., 1985).  
En los senos linfáticos medulares de algunos de los animales se observó una 
variable cantidad de macrófagos cargados de hemosiderina, muy escasa en los animales 
del grupo CL1, probablemente debido a las hemorragias causadas en hígado durante las 
migraciones de las fasciolas así como un ligero infiltrado de eosinófilos, coincidiendo 
con los datos aportados en ovejas con fasciolosis crónica (Chauvin y cols. 1996).  
Ni la valoración histológica de la hiperplasia de NLH ni el peso de los mismos 
guardó correlación significativa con el número de parásitos encontrados en hígado, 
poniéndose de manifiesto de esta forma la diferente respuesta observada en los tres 
grupos infectados así como la elevada variabilidad individual observada en la 
experiencia. Estos resultados indican que un número moderado de fasciolas podrían 
provocar una severa hiperplasia en los NLH muy similar a la provocada por un número 
mayor de parásitos, resultados que también fueron descritos en ensayos previos (Zafra, 
2007). 
En el estudio morfométrico microscópico realizado sobre NLH se comprobó un 
aumento estadísticamente significativo de la hiperplasia de los folículos linfoides en los 
grupos infectados (grupo CI: 26,83%; grupo CL1: 32,07%; grupo TPx: 33,53%) 
respecto al grupo CNI (13,81%). Este hallazgo concuerda con las descripciones previas 
realizadas sobre el efecto del proceso en NLH (Chauvin y cols., 1995; Zafra y cols., 
2009). Analizando los resultados en cada grupo, no se observaron diferencias 
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significativas entre grupos vacunados y control de infección. Tampoco se constató una 
correlación significicativa entre la hiperplasia de folículos linfoides y el número de 
parásitos implantados, si bien sí que existió una correlación significativa entre ambos 
parámetros en el grupo TPx pero que, llamativamente, fue una correlación negativa. Por 
tanto, al menos en el grupo TPx, a mayor número de parásitos implantados menor 
hiperplasia de folículos linfoides. Este hecho, aparentemente contradictorio, podría 
explicarse por una respuesta inmunitaria modulada por el parásito y no protectora que, 
más que detener la parasitación, queda “desacoplada” de la misma, como ya ha sido 
descrito previamente en animales con fasciolosis (Clery y cols., 1996; McCole y cols., 
1999; Mulcahy y cols., 1999). 
Se concluye por tanto que la hiperplasia de folículos linfoides no es un valor que 
se vea afectado por la vacunación con CL1 ó TPx e incluso en este último grupo se 
establece una correlación negativa de este parámetro con la carga parasitaria, hecho 
compatible con el desarrollo de una respuesta no protectora en dicho grupo. 
5.- Valoración de la respuesta inmunitaria local 
 Los mecanismos de la respuesta protectora frente a F. hepatica son poco 
conocidos en ovino, caprino y bovino y su esclarecimiento ayudaría a mejorar las 
formulaciones de las vacunas para aumentar su eficacia (Mulcahy y cols., 2001; Dalton 
y cols., 2003a,b). Con el objetivo de determinar el tipo de respuesta inmunitaria local, 
en el presente estudio se han caracterizado mediante técnicas inmunohistoquímicas las 
subpoblaciones linfocitarias (CD2, CD4, CD8 y linfocitos T) involucradas en la 
respuesta inmunitaria celular tanto a nivel hepático como a nivel de NLH. Igualmente, 
se han localizado las células productoras de sustancias responsables de la respuesta 
inmunitaria humoral (IgG) en ambas localizaciones así como las células productoras de 
citoquinas inmunorreguladoras (IFN-, IL-4).  
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5.1.- Estudio Inmunohistoquímico en hígado 
5.1.1.- Respuesta inmunitaria celular
 a) Linfocitos CD2  
El abundante infiltrado de linfocitos T CD2+ en los espacios porta, en la 
periferia de granulomas y trayectos crónicos de las cabras de todos los grupos 
infectados, con significativo incremento respecto al grupo CNI, indica que existía una 
severa respuesta inmunitaria celular local en dichos animales. Esta severa respuesta 
celular coincide con la descrita en infecciones por F. hepatica en ovino (Dow y cols., 
1968; Chauvin y cols., 1995; Meeusen y cols., 1995; Pérez y cols., 2002, 2005) y 
caprino (Pérez cols., 1999; Martínez Moreno y cols., 1999), así como por F. gigantica
en vacuno y búfalos (Molina y Skerratt, 2005). 
Al comparar los contajes entre los grupos parasitados de la experiencia, se 
observó que el número de linfocitos T CD2+ fue significativamente menor en ambos 
grupos vacunados respecto al grupo CI. Estos datos indican que el mayor número de 
fasciolas, aunque no fuese estadísticamente significativo, o las mayores lesiones 
producidas en el grupo no vacunado podrían inducir una mayor respuesta inflamatoria 
celular respecto a los grupos vacunados, resultados similares a los obtenidos en ensayos 
vacunales previos con p-Sm14 y GST (Zafra, 2007; Zafra y cols., 2009).  
En el presente estudio no hemos observado correlación entre el número de 
fasciolas recuperadas en hígado y el infiltrado de linfocitos CD2. Al no haber 
encontrado una correlación negativa entre el número de parásitos y el infiltrado de 
linfocitos CD2, se confirma que la severa respuesta celular acontecida en la fasciolosis 
crónica, cuando los parásitos han alcanzado las vías biliares, es ineficaz tanto en cabras 
inmunizadas como en las no inmunizadas, hecho que coincide con lo descrito 
previamente en la fasciolosis experimental ovina (Pérez y cols., 2005) y caprina (Pérez 
y cols., 1998).  
 b) Linfocitos CD4 
En cuanto al anticuerpo anti-CD4 se observó un patrón de expresión localizado 
principalmente cerca de los espacios porta y trayectos crónicos, distribución que 
coincide con la descrita previamente por Meeusen y cols. (1995) y Chauvin y Boulard 
(1996). En aquéllas cabras que presentaron folículos linfoides en parénquima hepático, 
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el infiltrado de linfocitos CD4+ fue moderado, coincidiendo también con lo descrito por 
Chauvin y Boulard (1996). Los dos grupos inmunizados presentaron un infiltrado CD4+ 
significativamente menor que el grupo CI, lo que, al igual que para el infiltrado CD2+ , 
podría estar relacionado con el menor número de parásitos, aunque no mostrase 
diferencias significativas, o bien con el menor daño hepático constatado en los animales 
vacunados. En el ensayo vacunal previo con p-Sm14 también se obtuvo una reducción 
significativa en este parámetro en el grupo vacunado respecto al control infectado (Zafra 
y cols., 2009), pero no con un grupo vacunado con GST (Zafra, 2007). 
El estudio de correlación con el número de fasciolas recuperadas no mostró 
correlación entre el infiltrado CD4+ y el número de parásitos recuperados.  
c) Linfocitos CD8 
Los linfocitos CD8+ presentaron un patrón similar al observado con los 
linfocitos CD4+ aunque fueron menos numerosos que éstos y no se localizaron en 
folículos linfoides, dato que coincide con otros estudios que demuestran el escaso 
número de linfocitos CD8+ en las infecciones primarias (Meeusen y cols., 1995; 
Chauvin y Boulard, 1996).  
En los tres grupos infectados existió un incremento del infiltrado CD8+ respecto 
al grupo CNI, sin embargo, el número de células positivas fue significativamente mayor 
en los grupos CI y TPx respecto al grupo CL1, .resultados similares a los obtenidos en 
un cabras inmunizadas con GST y con p-Sm14 (Zafra, 2007; Zafra y cols., 2008). 
La ratio CD4/CD8 en el infiltrado hepático (1,54, 1,33, 1,49 para los grupos CI, 
CL1 y TPx, respectivamente frente a 1,33 en el grupo CNI) aumentó en los animales 
parasitados de los grupos CI y TPx respecto al CNI, si bien dicha diferencia no fue 
estadísticamente significativa. Este resultado sugiere que la presencia de fasciolas en 
conductos biliares podría modular la respuesta inmunitaria estimulando en mayor 
medida la proliferación de linfocitos CD8 que de linfocitos CD4, resultados similares a 
los observados en fasciolosis crónica ovina (Meeusen y cols., 1995, Pérez y cols., 2005) 
y caprina (Pérez y cols., 1998). Sin embargo, en el grupo inmunizado con el CL1 se 
observó un comportamiento similar al grupo CNI, con un valor de dicha ratio inferior al 
resto de grupos parasitados e igual al valor de CNI. Este resultado podría explicarse por 




Los linfocitos T+ fueron identificados usando un anticuerpo monoclonal 
específico contra cadenas del receptor TCR tipo I (específico de los mismos). Estos 
linfocitos  fueron muy escasos en el infiltrado hepático de todos los grupos 
infectados. Dichos resultados coinciden con los descritos en infecciones primarias y 
secundarias crónicas en la especie caprina (Pérez y cols., 1999) y ovina (Ortega, 2003; 
Pérez y cols., 2005). Se ha descrito que los linfocitos  llevan a cabo labores de 
inmunorregulación e inmunovigilancia (Janeway y cols., 1988). Por lo tanto, la falta de 
expresión de este tipo celular podría estar relacionada con la falta de una respuesta 
inmunitaria efectiva en las cabras infectadas con F. hepatica. Sin embargo estos 
resultados difieren de los observados por Meeusen y cols. (1995) en la especie ovina, en 
la que la presencia de linfocitos + fue abundante en infecciones primarias crónicas. 
Estas diferencias podrían deberse a un comportamiento diferente de la oveja y la 
cabra a nivel del infiltrado hepático, ya que en nuestro estudio sí que se observó un 
marcado incremento de la población de linfocitos + en los NLH. 
Estadísticamente, se constató un número mayor de células positivas a este 
anticuerpo en los grupos CI y CL1 respecto a los grupos CNI y TPx, resultados también 
observados en cabras inmunizadas con GST y con p-Sm14 (Zafra, 2007; Zafra y cols., 
2009).  
En resumen, la respuesta inmunitaria celular local fue severa en todos los grupos 
infectados respecto al control no infectado, aunque era más intensa en el grupo CI que 
en los vacunados, especialmente que en el grupo CL1. La ausencia de correlación 
negativa con el número de fasciolas y, sobre todo, la elevada tasa de implantación 
pasaritaria observada en los tres grupos, indican que esta severa respuesta celular no 
tenía carácter protector. Estos resultados son comparables a los obtenidos en cabras 
(Pérez y cols., 1998) y ovejas (Pérez y cols., 2005) infectadas con F. hepatica, así como 
en cabras vacunadas con GST y con p-Sm14 e infectadas con F. hepatica (Zafra 2007; 
Zafra y cols., 2009). 
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5.1.2.- Respuesta inmunitaria humoral
a) IgG caprina 
 El anticuerpo anti-IgG caprina mostró un patrón de inmunorreacción 
caracterizado por positividad en algunos linfocitos así como numerosas células 
plasmáticas localizadas en los espacios porta, sobre todo en aquéllos animales que 
presentaban una hiperplasia severa de conductos biliares así como en la periferia de 
algunos granulomas. En los tres grupos infectados se produjo un muy significativo 
incremento del infiltrado de células IgG+ en el infiltrado hepático al compararse con 
animales no infectados, lo que indica una severa respuesta humoral local. Estos 
resultados concuerdan con la acusada elevación de IgG sérica observada en cabras 
parasitadas crónicamente (Buffoni, 2007).  
Este severo infiltrado de células IgG+ también ha sido descrito en el infiltrado 
hepático en fasciolosis crónica ovina (Meeusen y cols., 1995; Chauvin y cols., 1995, 
2001; Pérez y cols., 2002, Ortega y cols., 2003) y caprina (Pérez y cols., 1998, 1999; 
Martínez-Moreno y cols., 1999). En todos estos estudios esta severa respuesta humoral 
local fue de carácter no protector. 
En el presente estudio el número de células plasmáticas IgG+ fue 
significativamente mayor en animales no inmunizados (CI) respecto al grupo CNI así 
como respecto al grupo TPx. El grupo CL1 mostró un número muy reducido de células 
positivas a este anticuerpo, si bien debido a la elevada variabilidad intragrupal en este 
grupo no se observaron diferencias significativas respecto al grupo CI.  
Se observó pues una tendencia similar a la ya descrita en procesos crónicos 
previamente, con una mayor respuesta inmunitaria humoral en aquellos grupos con 
mayor número de parásitos implantados. Este hecho confirma el carácter no protector de 
dicha inmunidad humoral. 
Como resumen del estudio inmunohistoquímico de la respuesta inmunitaria 
humoral a nivel hepático se podría concluir que se observó una intensa producción de 
IgGs, la cual no tuvo relación con una respuesta protectora. Por otra parte, esta severa 
respuesta inmunitaria humoral a nivel hepático en los grupos infectados es comparable a 
la observada en otras infecciones experimentales con F. hepatica en la especie caprina 
(Pérez y cols., 1998, 1999) y ovina (Meeusen y cols., 1995; Chauvin y Boulard, 1996; 
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Pérez y cols., 2002, 2005), así como en cabras inmunizadas con GST y con p-Sm14 e 
infectadas con F. hepatica (Zafra, 2008; Zafra y cols., 2009).  
5.1.3.- Citoquinas reguladoras de la respuesta inmunitaria
a) Interleuquina 4 
 El anticuerpo monoclonal anti-IL4 bovina reaccionó con células del infiltrado 
inflamatorio presente en hígado, lo cual confirma que dicho anticuerpo muestra reacción 
cruzada con tejidos de especie caprina, como previamente había sido demostrado 
(Zafra, 2008). En experiencias previas el análisis de la expresión de IL4 mediante 
técnicas inmunohistoquímicas en el infiltrado inflamatorio hepático en casos de 
fasciolosis crónica caprina no resultó fructífero, al no observarse células positivas en 
dicho infiltrado (Zafra y cols., 2009). Por ello no existen referencias previas para 
comparar estos datos en la especie caprina. 
La cuantificación de la expresión de este anticuerpo nos permite conocer la 
polarización de la respuesta de células T (a mayor expresión de IL-4 más polarizada está 
la respuesta hacia un tipo Th2) conjuntamente con la expresión de IFN- (característico 
de respuesta tipo Th1).  
 En el presente estudio se observó un aumento significativo del número de 
células productoras de IL-4 en animales no vacunados (CI) respecto a los grupos 
vacunados (CL1 y TPx) así como frente a los animales no infectados (CNI). Por tanto se 
puede concluir que en la respuesta inmunitaria de animales no inmunizados existe una 
amplia producción de IL-4 cuando la comparamos al resto de animales.  
 No se observó correlación estadística entre el número de células positivas a IL-4 
y el número de parásitos recogidos en necropsia. 
Para una correcta evaluación de la polarización de la respuesta inmunitaria se 
hace necesario valorar estos datos conjuntamente con los datos de IFN-. 
 b) IFN
 Los animales parasitados mostraron un aumento significativo en el número de 
células productoras de interferon gamma respecto al grupo CNI. En cuanto a la 
comparación entre grupos infectados, no se observaron diferencias significativas entre 
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los mismos, si bien el número de células positivas a este anticuerpo fue mayor en el 
grupo TPx seguido por el grupo CI y por último el CL1. 
 Estudios previos realizados en procesos crónicos en cabra mostraron una escasa 
expresión de INF- en el infiltrado hepático coincidente con la ausencia de respuesta 
Th1 descrita en infecciones por F. hepatica en bovinos (Brown y cols., 1994; 
Waldvogel y cols., 2004), ovinos (Zhang y cols., 2005), búfalos (Molina, 2005) y ratas 
(Tliba y cols., 2002).  
 El número de células positivas a este anticuerpo fue muy similar al número de 
células positivas a IL-4, lo cual pone de manifiesto una tendencia a una respuesta mixta 
y no claramente polarizada hacia un tipo Th1 ó Th2 (denominada por diversos autores 
como respuesta tipo Th0 –Brown y cols., 1994- y ya descrita en rumiantes afectados 
con fasciolosis). 
Viendo los resultados de IL-4 e IFN- se podría concluir que esta respuesta 
inmunitaria local sería de tipo mixto Th0 (caracterizada por producción simultánea de 
ambas citoquinas sin que predomine claramente ninguna de ellas), siendo esta respuesta 
como la previamente descrita a nivel sistémico en infecciones agudas de vacuno o en 
ratas (Brown y cols., 1994; Cervi y cols., 2001).  
5.2.- Nódulos linfáticos hepáticos 
5.2.1.- Respuesta inmunitaria celular
 El estudio inmunohistoquímico realizado en los NLH demostró una severa 
respuesta celular en el grupo CI respecto al control no infectado como puso de 
manifiesto el significativo incremento de la población de linfocitos CD3 (a nivel 
folicular e interfolicular), así como los aumentos estadísticamente significativos en los 
contajes de células positivas a anticuerpos anti-CD2, anti-CD4 y anti-CD8. Esta severa 
respuesta celular a nivel de los NLH coincide con los resultados descritos previamente 
en fasciolosis crónica ovina (Meeusen y cols., 1995; Pérez y cols., 2005) y caprina 
(Pérez y cols., 1999), en los que esta respuesta era de carácter no protector, al igual que 
en el presente estudio. 
Por el contrario, en animales inmunizados, se observó una respuesta inmunitaria 
menos severa caracterizada por un descenso significativo del número de linfocitos CD3 
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a nivel folicular e interfolicular; descenso significativo del número de linfocitos CD2 a 
nivel cortical y medular; disminución estadísticamente significativa en el número de 
células CD4 a nivel de corteza; significativo menor número de linfocitos CD8 a nivel de 
corteza y médula así como una caída significativa en el número de células positivas a 
TCR-I en ambas localizaciones. Estos datos ponen de manifiesto una respuesta 
inmunitaria celular menos severa a nivel de NLH en ambos grupos vacunados respecto 
al control infectado. En cabras inmunizadas con p-Sm14 también se observó una menor 
respuesta celular en NLH (Zafra y cols., 2009). Sin embargo, en cabras inmunizadas 
con GST de F. hepatia la respuesta celular fue similar a la del grupo control infectado 
(Zafra, 2008). Al igual que en estos dos ensayos vacunales previos, en el presente 
estudio la respuesta celular fue de carácter no protector, aunque en ambos estudios 
parece ponerse de manifiesto que una menor carga parasitaria (aunque sin diferencias 
estadísticas), o unas menores lesiones hepáticas, serían las responsables de inducir una 
respuesta local más reducida en los animales vacunados..  
Respecto a la naturaleza del infiltrado inflamatorio hepático, la principal 
diferencia consistió en que en los NLH sí se observó un importante número de linfocitos 
+, localizados principalmente en áreas interfoliculares y medulares. Estos resultados 
están de acuerdo con los obtenidos en infecciones primarias crónicas en la especie ovina 
(Meeusen y cols., 1995;) y caprina (Pérez y cols., 1998), sugiriendo que los linfocitos 
podrían jugar un papel en la respuesta frente a F. hepatica en las fases en las que los 
parásitos han alcanzado las vías biliares.  
Respecto a la ratio CD4/CD8 en los nódulos linfáticos hepáticos, si bien no se 
observaron diferencias significativas sí que se puso de manifiesto un tipo diferente de 
respuesta inmunitaria en el grupo CL1, al menos a nivel medular. Así pues, mientras 
que en la corteza dicha ratio fue respectivamente de 1,39; 1,33 y 1,26 en los grupos CI, 
CL1 y TPx; a nivel medular los valores de dichos grupos fueron de 0,81; 1,45 y 0,88. 
Por tanto se comprueba que el grupo CL1 presenta un mayor número de células CD4 a 




5.2.2.- Respuesta inmunitaria humoral.
En los tres grupos infectados se constató una severa respuesta humoral a nivel de 
NLH caracterizada por un muy significativo incremento de células IgG+, localizadas 
principalmente en cordones medulares así como en zonas interfoliculares. Estos 
resultados concuerdan con las observaciones histopatológicas, donde se constató una 
severa hiperplasia de folículos linfoides y de cordones medulares, con el incremento de 
la población de linfocitos CD4+, así como con el estudio macroscópico en el que se 
constató un marcado incremento del peso de los NLH. Igualmente estos hallazgos 
estarían en concordancia con los elevados niveles séricos de IgG obtenidos en 
experiencias crónicas caprinas anteriores (Buffoni, 2007). Esta severa respuesta 
humoral también ha sido descrita en NLH en fasciolosis crónica ovina (Meeusen y cols., 
1995; Chauvin y Boulard, 1996; Pérez y cols., 2002; Ortega, 2003) y caprina (Pérez y 
cols., 1999), así como en cabras inmunizadas con p-Sm14 (Zafra y cols., 2009) y con 
GST (Zafra, 2008). Al igual que estos estudios previos, en las cabras del presente 
trabajo la intensidad de la respuesta humoral en los NLH no guardó relación con el 
grado de protección, caracterizándose pues dicha inmunidad humoral como no 
protectora. 
5.2.3.- Citoquinas reguladoras de la respuesta inmunitaria
La expresión de IL4 y de IFN a nivel de NLH (corteza y médula) fue 
significativamente menor en el grupo TPx respecto al grupo CI. En cuanto al grupo 
CL1, mostró una reducción estadísticamente significativa en el número de células 
positivas a IFN e IL-4 a nivel medular, pero no cortical. 
Al igual que sucedió en el hígado, en los distintos grupos de la experiencia el 
número total de células positivas a ambas citoquinas fue muy similar, lo cual pone de 
manifiesto una respuesta inmunitaria escasamente polarizada y más semejante a la 
descrita en infecciones agudas de bovino y rata (Brown y cols., 1994; Cervi y cols., 
2001) caracterizada por la acción de células Th0 que pueden producir ambas citoquinas.  
Sin embargo, tanto el grupo TPx como el grupo CL1 siguieron en estos valores 
la dinámica constatada en otros parámetros y mostraron una reducción estadísticamente 
significativa del número total de células productoras de citoquinas, lo cual se 
relacionaría directamente con una menor intensidad en la reacción a nivel nodular y por 
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tanto un menor reclutamiento de células inmunitarias y menor infiltrado inmunitario a 
nivel hepático, lo cual conllevaría una menor disrupción de la arquitectura normal 
hepática.  
6.- Respuesta inmunitaria sistémica 
Como se ha comentado anteriormente, F. hepatica es capaz de polarizar la 
respuesta inmunitaria del animal hacia un subtipo Th2 no protector, facilitando así su 
asentamiento y el establecimiento de infecciones crónicas. Para caracterizar la respuesta 
en la especie caprina se han utilizado dos parámetros ampliamente utilizados en los 
estudios inmunológicos en infecciones parasitarias: la primera es la capacidad 
proliferativa de la linfocitos circulantes ó PBLs, tanto de forma inespecífica en 
respuesta a usando normalmente el efecto de mitógenos como la concanavalina (ConA), 
PWM o la fitohemaglutinina (PHA) como referencia, como de forma específica frente a 
antígenos del parásito. Esto ha sido estudiado en infecciones por Fasciola hepática en 
distintos hospedadores (Zimmerman y cols., 1983; Poitou y cols., 1992; McCole y cols., 
1998), incluyendo el caprino (Martínez Moreno y cols., 1997ª). El otro parámetro 
estudiado es la capacidad de producción de citoquinas por parte de linfocitos 
circulantes, en respuesta a estímulos específicos e inespecíficos, lo que constituye uno 
de los elementos más determinantes a la hora de tipificar la respuesta inmune. Tambien 
se han realizado diversos estudios de este tipo en fasciolosis, aunque ninguno en la 
especie caprina. 
6.1.- Respuesta proliferativa de PBLs  
6.1.1.- Respuesta proliferativa a mitógenos
El efecto de F. hepatica sobre la respuesta de los PBLs a mitógenos ha sido 
estudiado en caprino (Martínez Moreno y cols., 1997a), además de en rata (Poitou y 
cols., 1992; Cervi y cols., 2001) vacuno (McCole y cols., 1998) y ovino (Zimmerman y 
cols., 1983), poniendo de manifiesto diferencias interespecíficas así como entre 
infecciones agudas y crónicas. Así, por ejemplo, en ganado vacuno infectado se produce 
en fases agudas una elevada respuesta a mitógenos con producción de IFN- mientras 
que cuando el proceso se cronifica cesa la respuesta a mitógenos y la producción de 
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IFN-  aumentando la producción de IL4 (respuesta Th2), según McCole y cols., 
(1998). Este efecto inmunosupresor en fases crónicas se observa también en ovejas 
(Zimmerman y cols., 1983) y en cabras infectadas con F. hepatica (Martínez-Moreno y 
cols., 1997ª). 
En el presente estudio el protocolo de proliferación de linfocitos circulantes fue 
puesto a punto en la especie caprina basandose en los datos previos de dicha técnica 
para la especie ovina así como en experiencias previas en cabra (Martínez-Moreno y 
cols., 1997a). La validez del presente protocolo quedó constatada al observarse 
proliferación en los linfocitos de animales sanos no infectados usando el mitógeno 
fitohemaglutinina (PHA).  
Con esta prueba se pretendió evaluar la capacidad de proliferación de los 
linfocitos en busca de una posible inmunosupresión causada por la infección con F. 
hepatica, así como determinar el efecto de la inmunización con CL1 y TPx. Para ello se 
usó el mitógeno fitohemaglutinina a dos concentraciones diferentes (1 y 10 µg/mL), de 
entre las cuales la primera se mostró más eficaz a la hora de inducir proliferación 
linfoide (como se puso de manifiesto en animales no infectados). 
En el grupo no infectado (CNI) la respuesta se mantuvo estable a lo largo de la 
experiencia. Los animales infectados no vacunados (grupo CI) mostraron una baja 
respuesta proliferativa al inicio de la experiencia la cual sufrió un pico hacia la séptima 
semana postinfección para luego caer a niveles mínimos en fases más crónicas del 
proceso. Estos hallazgos coinciden por los encontrados por Zimmerman y colaboradores 
en 1983, donde se observó una supresión de la respuesta a ConA en las semanas 4, 8, 10 
y 11 pi mientras que la respuesta a fitohemaglutinina (PHA) fue inhibida en las semanas 
4, 10, 11 y 16 pi. Igualmente, coinciden con los resultados previos en PBLs de cabras 
infectadas, tanto primaria como secundariamente (Martínez-Moreno y cols., 1997a).  
 Respecto a los animales vacunados, aquellos correspondientes al grupo CL1 
mostraron un comportamiento frente a la fitohemaglutinina idéntico a los animales del 
grupo CI si bien su tasa de proliferación fue bastante mayor, sobre todo en fases 
crónicas de la enfermedad. Los animales vacunados con TPx sufrieron una caída 
continua en su respuesta proliferativa frente a PHA llegando a niveles mínimos al final 
de la experiencia. 
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 Se podría concluir por tanto que en la presente experiencia se constató el efecto 
inmunosupresor de la infección por F. hepatica sobre la respuesta a mitógenos de 
linfocitos circulantes en la especie caprina. Dicha supresión fue más manifiesta en 
animales no vacunados (CI) así como en aquellos inmunizados con TPx. En el caso de 
los animales inmunizados con CL1, si bien se observó una disminución progresiva de la 
respuesta celular a mitógenos, dicho descenso fue considerablemente menor que en el 
grupo CI. Este dato indicaría que la inmunización con catepsinas impide parcialmente el 
efecto negativo de la infección sobre la respuesta linfocitaria, lo cual se podría explicar 
en base a los múltiples papeles que juegan estas enzimas en la evasión inmune e 
inmunomodulación ejercida por el parásito (Dalton y cols., 2003). 
6.1.2.- Respuesta proliferativa a antígeno FhES
Esta prueba se usó para determinar el efecto específico de los productos de 
excreción-secreción del parásito sobre los linfocitos circulantes. Para ello se evaluó la 
proliferación celular en respuesta al antígeno aislado mediante cultivos de parásitos a 
diferentes concentraciones (1 y 10 µg/mL), siendo seleccionada la primera en base a sus 
menores efectos tóxicos sobre la proliferación linfoide.  
Estudios previos de este tipo, de la respuesta de PBLs a FhES, son los realizados 
por Poitou y cols., (1992) en rata; Chauvin y cols., (1995) en ovino, Bossaert y cols. 
(2000) en bovino y Martínez-Moreno y cols., (1997ª) en caprino.  
En nuestra experiencia encontramos, como era de esperar, que los animales no 
infectados (CNI) no mostraron respuesta proliferativa alguna a lo largo del experimento 
frente al antígeno FhES. Los animales infectados y no inmunizados (grupo CI) 
mostraron un pico de respuesta proliferativa hacia la séptima semana para más tarde 
mostrar un fallo en la respuesta proliferativa frente al antígeno del parásito. Estos 
resultados coinciden parcialmente con los observados previamente en la especie 
caprina, en la cual se puso de manifiesto una ausencia de respuesta de PBLs tanto aguda 
como crónicamente al estímulo con FhES (Martínez-Moreno y cols., 1997a), 
observándose dicho efecto en animales infectados tanto primaria como 
secundariamente. En nuestra experiencia hemos encontrado sólo una respuesta puntual 
en la séptima semana, produciendose en el resto del periodo de estudio una ausencia de 
respuesta, como señalaban estos autores. 
Discusión 
239
 Los animales vacunados con TPx tuvieron una fuerte respuesta proliferativa 
hacia el inicio de la experiencia (4 spi) pero la misma fue desapareciendo conforme 
avanzó el experimento. Los animales vacunados con CL1 tuvieron una respuesta más 
tardía (pico de proliferación linfoide hacia las 7 spi) siendo lo más llamativo de la 
misma que, al contrario que sucedió en el resto de grupos, la respuesta proliferativa se 
mantuvo en valores significativamente elevados hasta el final de la experiencia. Por 
tanto, estos resultados vuelven a poner de manifiesto el diferente comportamiento de los 
animales del grupo CL1 respecto a su respuesta a la infección. Así, los animales de 
dicho grupo fueron los únicos en mantener la respuesta proliferativa al antígeno 
parasitario de manera continuada en las fases más crónicas de la infección, hecho que 
no se observó en animales del grupo CI. Este hallazgo podría relacionarse, como se ha 
comentado, con el papel predominante de las catepsinas en los fenómenos de evasión 
inmune del parásito (Dalton y cols., 2003) ; de forma que, al impedir la acción de estas 
enzimas se revierte parcialmente la modulación inmune que ejerce el parásito sobre los 
PBLs. 
6.2.- Producción de citoquinas (IFN- e IL-4) en PBLs  
Con el objetivo de determinar la polarización de la respuesta inmune en los 
grupos de la experiencia, se determinó la capacidad de sus linfocitos circulantes para 
producir IFN- (citoquina característica de respuestas Th1) así como IL-4 (típica de 
Th2). La producción de estas citoquinas fue evaluada sobre los PBLs usando como 
estímulo tanto fitohemaglutinina (a 10 µg/mL) como el antígeno parasitario (a 1 y 10 
µg/mL en el caso de IFN-; a 10 y 20 µg/mL en el caso de IL-4). 
En nuestra experiencia, a pesar de encontrar respuestas individuales y puntuales 
de producción de citoquinas tanto en los animales infectados como en los inmunizados, 
la alta variabilidad individual hallada hizo que se estimasen pocas diferencias 
estadísticamente significativas entre grupos.  
Se constató que la estimulación con PHA induce una moderada producción de 
IFN-γ en todos los los animales, siendo mayor en los animales no infectados (grupo 
CNI) que en aquellos parasitados. Entre estos, se pudo observar una mayor producción 
de esta citoquina por parte de animales del grupo TPx hacia la 10 spi, así como de los 
animales de todos los grupos hacia el final de la experiencia (16 spi).  
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Por el contrario, la producción de IL-4 al usarse PHA como estímulo 
linfoproliferativo, fue mucho más reducida en todos los animales. El grupo CNI mostró 
una respuesta homogénea a lo largo de toda la experiencia y en los grupos infectados se 
observó un comportamiento similar, con mayor producción de IL-4 en fases tempranas 
del proceso (semana 3 pi) y una caída hacia el final del mismo. Si bien no se observaron 
diferencias significativas entre los grupos infectados en este parámetro, el grupo 
vacunado con CL1 sí que mostró una producción menor de IL-4 a las 14 spi, en tanto 
que el grupo TPx fue el que mayor producción de IL-4 mostró durante toda la 
experiencia dentro de los grupos infectados. 
Usando como estímulo FhES, ningún grupo experimental produjo cantidades 
significativas de IFN-  en ninguna semana de la experiencia. Sin embargo, sí que se 
constató producción de IL-4. Así pues, todos los grupos infectados tuvieron un 
comportamiento similar, mostrando una elevada producción de esta citoquina durante 
todo el proceso (siendo máxima al inicio de la experiencia). Únicamente se observaron 
diferencias en el grupo CL1, el cual mostró una ligera menor producción de IL-4 en la 
decimocuarta semana postinfección respecto al resto de grupos infectados. 
Estudios previos en vacuno usando ConA y FhES (Clery y cols., 1998) han 
puesto de manifiesto producción de IFN- durante las primeras semanas de infección 
(respuesta Th1). Sin embargo, en procesos crónicos en ganado vacuno (Clery y cols., 
1996) dicha producción cesa, poniendo de manifiesto el cambio a una típica respuesta 
Th2, con elevada producción de IL-4. En el caso del ganado ovino, Zhang y 
colaboradores, en 2005, observaron que la producción de IFN- en PBLs ante FhES es 
temprana, si bien la producción de IL-10 es muy alta a lo largo de toda la infección y 
comienza mucho antes (0 spi), lo cual podría impedir una respuesta eficaz debido al 
efecto modulador de dicha citoquina. Al igual que sucede en vacuno, posteriormente se 
instauraría una típica respuesta Th2 en la cual no habría producción de IFN- y que se 
caracteriza por elevada producción de IL-4.  
El presente trabajo es el primero en estudiar la producción de IFN- e IL-4 en 
PBLs caprinos en respuesta a mitógenos y antígeno de excreción-secreción de F. 
hepatica. Los resultados ponen de manifiesto que la durante la fasciolosis caprina, los 
PBLs no muestran capacidad de producir IFN-. Por el contrario, se aprecia, ya desde 
fases tempranas, una elevada capacidad de síntesis de IL-4. Ambos hechos pondrían de 
manifiesto una respuesta inmunitaria polarizada hacia un tipo Th2 durante todo el 
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proceso. Este tipo de respuesta se aprecia en todos los grupos parasitados, existiendo 
escasas diferencias en los individuos inmunizados. Entre dichas diferencias cabría 
destacar una menor producción de IL-4 (en respuesta tanto a PHA como FhES) en 
animales del grupo CL1 en la semana 14 pi. 
Cabe la posibilidad de que la ausencia de detección de producción de IFN- que 
hemos observado en nuestra experiencia no excluya una cierta producción de esta 
citoquina en determinados momentos de la infección. Podría ocurrir que en la cabra la 
producción de esta citoquina sea muy temprana, al igual que se demostró en ovino 
(Zhang y cols., 2005) y, dado que la primera medición de nuestra experiencia se realizó 
a las 3 spi, es probable que en dichas fechas los linfocitos hayan experimentado ya 
cierta inmunomodulación, habiéndose instaurado ya una típica respuesta Th2 incapaz de 
producir IFN-γ. 
En cuanto a la producción de IL-4, el perfil que mostraron los animales del 
presente trabajo es el mismo ya descrito con anterioridad (Mulcahy y cols., 1999), 
siendo el característico de especies altamente sensibles al proceso, en las cuales se 
instaura ya desde fases tempranas de la parasitación una fuerte respuesta de tipo Th2.  
Por otra parte, la inmunización tanto con CL1 como TPx, fue incapaz de revertir 
el efecto inmunomodulador del parásito, siguiendo ambos grupos vacunales el mismo 




1.- La inmunización con CL1 recombinante y con TPx recombinante en adyuvante Quil 
A indujo en cabras infectadas con F. hepatica una disminución de la carga parasitaria 
del 38,7% y 33,2%, respectivamente, en comparación con el grupo control infectado, si 
bien estas diferencias, al igual que las observadas para la eliminación de huevos en 
heces, no fueron estadísticamente significativas debido a la elevada variabilidad 
individual. 
2.- La actividad sérica de las enzimas glutamato deshidrogenasa y gamma-glutamil 
transferasa aumentó en los tres grupos infectados desde la 3 y 8 semanas post-infección, 
respectivamente, sin mostrar diferencias significativas entre los grupos inmunizados y el 
grupo control infectado. 
3.- El estudio morfométrico macroscópico demostró una disminución significativa de 
las lesiones hepáticas (perihepatitis fibrosa) en los grupos inmunizados con CL1 y TPx 
respecto al grupo control infectado. 
4.- El estudio morfométrico microscópico demostró una disminución significativa de las 
lesiones hepapáticas (fibrosis portal, infiltrado inflamatorio, granulomas) e hiperplasia 
de conductos biliares en el grupo inmunizado con CL1 respecto al grupo control 
infectado. 
5.- El estudio morfométrico de los nódulos linfáticos hepáticos demostró un incremento 
significativo de la hiperplasia de folículos linfoides en los tres grupos infectados 
respecto al control no infectados, sin observarse diferencias significativas entre los 
grupos inmunizados y el grupo control infectado. 
6.- Los tres grupos infectados mostraron una severa respuesta inmunitaria en hígado y 
nódulos linfáticos regionales, representada principalmente por linfocitos CD2, CD4, 
CD8 y células plasmáticas productoras de IgG. Si bien la respuesta tendió a ser menor 
en el grupo inmunizado con CL1, no mostró carácter protector en ninguno de los tres 
grupos infectados.  
7.- Todos los grupos infectados mostraron una alteración de la capacidad de respuesta 
proliferativa inespecífica frente al mitógeno PHA durante la infección. Se produce una 
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disminución irregular de la linfoproliferación inespecífica, más acusada en los animales 
inmunizados con TPx.  
8.- La infección indujo el desarrollo de respuestas proliferativas específica frente al 
antígeno FhES en todos animales infectados. Estas respuestas aparecieron con mayor 
intensidad en los animales inmunizados con CL1, en tanto que la inmunización con TPx 
condiciona una menor capacidad de respuesta específica al antígeno FhES.  
9.-La escasa expresión de IFN- y la mayor expresión de IL-4, tanto en linfocitos de 
nódulos linfáticos hepáticos como en linfocitos circulantes estimulados con antígeno 
FhES, observada en todos los animales infectados, indica que la respuesta inmunitaria 
inducida en la infección por Fasciola hepatica estaba polarizada hacia una respuesta 
tipo Th2. 
10.- La inmunización con CL1 recombinante y con TPx recombinante, tal como se ha 
ensayado en esta experiencia, no modifican de forma significativa el patrón de respuesta 




El objetivo del presente trabajo ha sido evaluar la protección y respuesta 
inmunitaria inducidas por sendas vacunas basadas en los antígenos recombinantes 
catepsina L1 (CL1) y Tiorredoxina peroxidasa (TPx) en cabras infectadas con  Fasciola 
hepatica.   
Para el estudio se utilizaron 26 cabras (hembras) de raza Florida Sevillana de 4 
meses de edad, divididas en cuatro grupos: control no inmunizado ni parasitado (grupo 
CNI, n=5); control positivo de infección (grupo CI, n=7); grupo inmunizado con 2 dosis 
de 100 g de CL1 utilizando como adyuvante QuilA (grupo CL1, n=7) y el último 
grupo inmunizado con 2 dosis de 100 g de TPx en QuilA (grupo TPx, n=7). Las 
inmunizaciones se realizaron mediante inoculación subcutánea con un intervalo de 3 
semanas. Los animales de los grupos CI, CL1 y TPx fueron infectados oralmente en la 
semana 10 de experiencia con una dosis de 200 metacercarias de F. hepatica. Los 
animales fueron eutanasiados en la semana 17 post-infección. 
El estudio parasitológico reveló un descenso en el número de parásitos obtenidos 
en los grupos inmunizados respecto al grupo CI, siendo respectivamente del 38,7% en el 
grupo CL1 y 33,2% en el grupo TPx. Sin embargo, dicha reducción fue 
estadísticamente no significativa debido a la alta variabilidad intragrupal.  
El estudio histopatológico en hígado demostró elevada variabilidad individual, 
aunque en su conjunto en los grupos inmunizados el infiltrado linfoplasmocitario, 
trayectos crónicos e hiperplasia de colangiolos eran menores que el grupo control de 
infección (CI). Por el contrario, fue en el grupo CL1 donde se observó un mayor 
infiltrado de eosinófilos. En los nódulos linfáticos hepáticos de las cabras de todos los 
grupos infectados se constató una marcada hiperplasia cortical y medular respecto al 
grupo control no infectado, observándose únicamente leves diferencias entre los grupos 
infectados. 
El estudio morfométrico de las lesiones macroscópicas hepáticas demostró un 
descenso significativo de la perihepatitis en los grupos TPx y CL1 respecto al grupo CI. 
En cuanto al estudio morfométrico microscópico hepático, el área dañada fue 
significativamente menor en ambos grupos vacunados frente al grupo CI y la 
hiperplasia colangiolar se vio también significativamente reducida en el grupo CL1 
respecto al grupo CI. En los nódulos linfáticos hepáticos el estudio morfométrico no 
mostró diferencias de la hiperplasia de folículos linfoides entre grupos los infectados. 
El estudio inmunohistoquímico en hígado demostró una intensa respuesta 
inmunitaria celular en todos los grupos infectados respecto al grupo control no 
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infectado, representada por un severo infiltrado de linfocitos T (CD2+) localizado 
fundamentalmente en espacios porta. Los linfocitos Th (CD4+) y Tc (CD8+) también 
fueron numerosos, aunque en menor medida, siendo la presencia de linfocitos + 
ocasional. El grupo CL1 presentó un descenso significativo de linfocitos CD2+, CD4+ y 
CD8+; mientras que el grupo TPx mostró una disminución significativa de linfocitos 
CD2+ y +. La respuesta inmunitaria humoral, representada por la expresión de IgG, 
reveló un aumento en el número de células positivas de todos los grupos infectados 
respecto al grupo control no infectado así como un descenso en el número de células 
positivas del grupo TPx respecto al resto de grupos infectados. Las células productoras 
de citoquinas (IL 4 e IFN-) fueron escasas en todos los grupos, destacando la menor 
expresión de IL-4 por parte de ambos grupos vacunados respecto al grupo CI. 
El estudio inmunohistoquímico de nódulos linfáticos hepáticos demostró una 
intensa respuesta inmune celular en todos los grupos infectados respecto al grupo 
control no infectado. A nivel de corteza se observó una reducción significativa de todas 
las subpoblaciones linfocitarias en ambos grupos inmunizados respecto al grupo CI. En 
la médula, el número de células CD8+ y + también mostró una disminución 
significativa en los grupos vacunados respecto al grupo CI. La respuesta inmunitaria 
humoral fue muy marcada en todos los grupos infectados comparados con el grupo 
control no infectado. En cuanto a la expresión de citoquinas, ambos grupos vacunados 
presentaron una reducción significativa de células productoras de IL-4 e IFN-. 
La respuesta inmunitaria sistémica se determinó en base a la respuesta 
proliferativa de PBLs frente a mitógenos y FhES,  constatándose que el grupo CL1 
sufrió una menor reducción de su capacidad proliferativa al compararse con el grupo CI 
además de presentar una respuesta más tardía y mantenida al FhES (al contrario que 
otros grupos infectados). En cuanto a la producción de citoquinas por parte de dichos 
PBLs, se observó un comportamiento similar en todos los grupos infectados, con escasa 
a nula producción de IFN- junto con elevada producción de IL-4 en respuesta tanto 
frente a mitógenos como FhES, lo que demuestra una polarización hacia una respuesta 
de tipo Th2.  
Las respuestas inmunes locales y sistémicas, tanto de tipo celular como humoral, 
no mostraron un carácter protector, ya que a pesar de ser intensas, no indujeron una 




The aim of this study was to evaluate the protective effectiveness, the lesions 
and the local and systemic immune responses induced by two vaccines based on 
recombinant Cathepsin L1 (CL1) and Thioredoxin peroxidase (TPx) of F. hepatica in 
goats challenged with this parasite.  
In this assay, 26 female 4-months old Florida Sevillana goats were divided in 
four groups: non-infected non-immunized control (group CNI, n=5); infected control 
(group CI, n=7); immunized group with two 100 g recombinant Fasciola hepatica
CL1 doses using as adjuvant QuilA (group CL1, n=7) and an immunized group with 
two doses composed by 100 g of recombinant F. hepatica Thioredoxin peroxidase in 
QuilA (group TPx, n=7). Two vaccinations were performed subcutaneously in the neck 
area with a 3 week interval between them. Every animal in groups CI, CL1 y TPx was 
orally infected using 200 F. hepatica metacercaria in the tenth week of the experiment. 
At last, goats were euthanized in the 17th week post infection. 
The parasitological study showed a decreased number of parasites in immunized 
groups, reaching a reduction of 38,7% in the CL1 group and 33,2% in the TPx group in 
comparison to group CI. However, this reduction was not statiscally significant due to 
the high intragroup variability.  
The histopathological study of the liver proved a high individual variability, 
though immunized groups had lower lymphoplasmacytic infiltrate, chronic tracts and 
cholangiolar hyperplasia than group CI. However, eosinophil infiltration was higher in 
the group CL1. Hepatic lymph nodes in every infected group showed marked cortical 
and medullar hyperplasia in comparison to uninfected group but only slight differences 
were observed between groups. 
Morphometric study of the macroscopic liver changes demonstrated a lower 
perihepatitis in groups TPx and CL1 compared to CI. There was also a reduction in the 
microscopic damaged area in both vaccinated groups and the cholangiolar hyperplasia 
was diminished in group CL1 in comparison to group CI. The morphometric study in 
hepatic lymph nodes did not show any difference between infected groups concerning 
lymphoid follicles hyperplasia. 
Immunohistochemical study in the liver showed an intense cellular immune 
response in every infected group, in opposition to uninfected group. This response was 
composed mainly by a severe infiltration of T lymphocytes (CD2+) in portal spaces. Th 
(CD4+) and Tc (CD8+) lymphocytes were numerous but only scattered + 
lymphocytes were observed. CL1 group showed a reduction in the number of CD2+, 
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CD4+ and CD8+ lymphocytes and TPx group did in the number of CD2+ and + 
lymphocytes. Humoral immune response, based on IgG expression, revealed a higher 
number of positive cells in every infected group versus non-infected group, but also a 
reduction on this number was noticed in TPx group in comparison to other infected 
ones. The immunopositivity to IL-4 and IFN- was low in every group, being the only 
change observed a lower IL-4 expression in both vaccinated groups compared to group 
CI. 
Immunohistochemistry on hepatic lymph nodes demonstrated an intense cellular 
immune response in every infected group in comparison to group CNI. There was a 
significant reduction in every lymphocytic subpopulation in both vaccinated groups in 
the cortical area. In the medulla, CD8+ and + cells were also significantly diminished 
in the immunized groups respect to group CI. Humoral immune response was higher in 
infected groups than in the group CNI. Regarding the production of cytokines, both 
vaccinated groups showed a reduction in the number of IL-4 and IFN- positive cells. 
Systemic immune response was determined using peripheral blood lymphocyte 
(PBL) cultures that were stimulated either with mitogens and/or Fasciola hepatica 
secretions (FhES). CL1 group showed a lesser impairment of the mitogen proliferative 
response compared to CI group, and also a more stable response to FhES compared to 
other infected groups. Cytokines were also measured in these cultures and every 
infected group showed a similar behaviour, with a low production of IFN- and high 
release of IL-4, being this profile characteristic of a Th2 immune response.    
Although both local and systemic immune responses were severe, they were 
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